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RESUMO

O aumento da resisténcia do Plasmodium spp. aos antimalaricos atualmente disponiveis
tem impulsionado a busca de novas drogas para o tratamento da malaria. A Amazénia
possui uma das maiores biodiversidades do planeta com grande potencial farmacoldgico a
ser explorado. Neste trabalho, objetivou-se identificar produtos naturais de plantas
amazoénicas e seus derivados com potencial antimalarico através de estudos in vitro, in vivo
e de mecanismo de acao. Foram testados para atividade antimalarica in vitro frente a cepa
K1 de P. falciparum 73 extratos e fragdes de plantas antimalaricas. As plantas que
apresentaram extratos e fragcbes mais ativos foram Picrolemma sprucei tendo 16 extratos e
fracoes com Clso entre 0,01 e 3,7 ug/mL, Aspidosperma vargasii com 5 extratos e fragdes
(Clso 0,14-4,38 ug/mL) e A. desmanthum com 4 fragbes (Clsp 0,18-0,20 pg/mL). As demais
plantas em sua maioria apresentaram extratos inativos ou parcialmente ativos. 27
substancias foram testadas para atividade antimalarica in vitro: os alcaloides inddlicos
elipticina (9) (Clso 0,35 yM) e olivacina (10) (Clso 1,2 uM), 5 alcaloides de A. ulei (Clso 16,7 a
> 100 pyM), o alcaloide sintético criptolepina (11a, Clso 0,8 yM) e seu analogo sintético (11b,
Clso 0,08 uM), derivados semi-sintéticos de 9 (Clso 0,55-17 uM), 4 limonoides naturais (Clsg
7,0-20,7 uM) e um limondide semi-sintético 6a-hydroxy-deacetylgedunin (Clsp 5,0 uM), 4-
nerolidilcatecol (1) (Clsp 0,68 uM) e seus derivados O-monobenzilado (4, Clso 7,05 uM),
O,0-dibenzoilado (5, Clso 28,73 uM) e O,O-diacetilado (12, Clso 4,85 pM). Destas
substancias, 9 foram direcionadas para avaliagdo da atividade antimalarica in vivo em
camundongos infectados com P. berghei (teste supressivo de 4 dias de Peters). 1
apresentou baixa atividade antimalarica in vivo com a inibicdo maxima da parasitemia de
63% na dose 600 mg/kg/dia via oral. Os derivados 5 e 12 foram mais ativos que o produto
natural 1, sendo 12 o que apresentou melhor atividade com 62% de inibicdo da parasitemia
na dose de 200 mg/kg/dia. Os limondides 6a-acetoxigedunina (23) e 7-deacetoxi-7-
oxogedunina (24) apresentaram inibicdo maxima in vivo de 65,7 e 40,3%, respectivamente,
em dose oral de 100 mg/kg/dia. Os alcaldides 9 e 10 apresentaram otima atividade
antimalarica in vivo com inibicao da parasitemia de 100 e 97% respectivamente na dose
oral de 50 mg/kg/dia, e foram as substancias mais ativas neste ensaio. Os alcalbides 9-11a
e os derivados 4 e 12 foram avaliados quanto ao seu potencial de inibicdo da formacgao de
hemozoina, e todas estas as substancias atuaram inibindo a polimerizagcdo do heme, sendo
4 o0 que apresentou menor atividade. Inibicdo de hemozoina é um dos mecanismos de acao
antimalaricos propostos para estas substancias. 12 e 4 foram estudados quanto ao seu
efeito sobre a via de biossintese de isoprendides em P. falciparum in vitro através de
marcacdo metabdlica com [1-(n)-*H]geranilgeranilpirofosfato. 4 e 12 apresentaram um
importante efeito inibitério sobre a biossintese de dolicdl 12 (45 e 42%, respectivamente), e
12 também apresentou efeito inibitérios sobre a biossintese de ubiquinona 8 (36%) e
menquinona 4 (41%). Os dados indicam que derivados de 1 exercem forte efeito sobre a
via de biossintese de isoprendides em P. falciparum. E possivel concluir que os alcaléides
inddlicos elipticina e olivacina e derivados de 4-nerolidilcatecol apresentaram potencial para
estudos continuados pelo seu potencial antimalarico demonstrado no presente trabalho.

Palavras-chave: novos antimalaricos, produtos naturais, Amazénia, in vitro, in vivo
mecanismo de acgao.
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ABSTRACT

Increasing resistance of Plasmodium spp. to the currently available antimalarials has led to the
search of new drugs for the treatment of malaria. The Amazon region has one of the greatest
biodiversities on the planet with large pharmacological potential for exploration. In this work,
the aim was to identify natural products from traditionally used antimalarial plants from the
Amazon and derivatives having antimalarial potential through in vitro, in vivo and mechanism
studies. 73 extracts and fractions of antimalarial plants were tested for in vitro antimalarial
activity against P. falciparum K1 strain. The most active were the 16 extracts and fractions of
Picrolemma sprucei (ICso 0.01-3.7 pg/mL), 5 extracts and fractions of Aspidosperma vargasii
(ICs0 0.14-4.38 pg/mL) and 4 fractions of A. desmanthum (ICso 0.18-0.20 pg/mL). The
remaining plants in general exhibited inactive or partially active extracts. 27 substances were
tested for in vitro antimalarial activity: indole alkaloids ellipticine (9) (ICso 0.35 yM) and
olivacine (10) (ICsp 0.35 uM), 5 alkaloids from A. ulei (ICso 16.7 to > 100 yM), the synthetic
indole alkaloid cryptolepine triflate (11a, ICso 0.8 M) and a synthetic analog of cryptolepine
(11b, 1Cs5o 0.08 M), semi-synthetic derivatives of 9 (ICso 0.55-17 uM), 4 limonoids (ICso 7.0-
20.7 pyM) and a semi-synthetic limonoid 6a-hydroxy-deacetylgedunin (ICso 5.0 yM), 4-
nerolidylcatechol (1) (ICso 0.68 yM) and its O-monobenzyl (4, 1Cso 7.05 uM), O,O-dibenzoyl (5,
ICs0 28.73 uM) and O,O-diacetyl (12, 1Cso 4.85 uM) derivatives. 9 substances were evaluated
for possible in vivo antimalarial activity in mice infected with P. berghei. 1 exhibited low in vivo
antimalarial activity with maximal inhibition of parasitemia of 63% at an oral dose of 600
mg/kg/day. Derivatives 5 and 12 were more active than the natural product 1 and 12 exhibited
the highest suppression of parasitemia (62%) at a dose of 200 mg/kg/day. The limonoids 6a-
acetoxygedunin (23) and 7-deacetoxy-7-oxogedunin (24) exhibited maximal in vivo inhibitions
of 65.7 and 40.3%, respectively, at oral doses of 100 mg/kg/day. Alkaloids 9 and 10 exhibit
excellent in vivo antimalarial activity evidenced by 100 and 97% suppressions of parasitemia,
respectively, at oral doses of 50 mg/kg/day and were the most active substances in this assay.
5 substances were selected for studies on the antimalarial mechanism of action. The alkaloids
9-11a and derivatives 4 and 12 were evaluated for potential inhibition of the formation of
hemozoin. These substances all inhibited the polymerization of heme. 4 exhibited the lowest
activity. Inhibition of the formation of hemozoin is one of the mechanisms of antimalarial action
proposed for these substances. The effects of 12 and 4 on the isoprenoid biosynthetic
pathway in P. falciparum in vitro were also studied using incorporation of radiolabeled
metabolite geranylgeranylpyrophosphate. 4 and 12 exhibited an important inhibitory effect on
the biosynthesis of dolichol 12 (45 and 42%, respectively), and 12 also exhibited inhibitory
effects on the biosynthesis of ubiquinone 8 (36%) and menaquinone 4 (41%). It is possible to
conclude that the indole alkaloids ellipticine and olivacine and derivatives of 4-
nerolidylcatechol exhibited potential for continued studies based on the antimalarial potential
demonstrated in the present work.

Keywords: new antimalarial drugs, natural products, Amazon, in vitro, in vivo mechanism of
action.
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INTRODUCAO

A malaria € uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium, que acomete milhdes de pessoas nas zonas tropicais e
subtropicais do globo. A despeito dos grandes investimentos de recursos e
avancgos cientificos para malaria na area molecular, celular e clinica, vacinas
clinicamente efetivas ainda estdo distantes de serem utilizadas como
ferramentas disponiveis para o controle e erradicagao, sendo a quimioterapia a

principal ferramenta para o controle da doenga (AGUIAR et al. 2012).

Passados mais de uma década do inicio do século o numero de casos de
malaria e mortes em decorréncia da doenga ainda assustam, e grandes
desafios precisam ser superados para se alcangar a meta global para malaria
até 2015 estabelecida pela Organizacao das Nacdes Unidas que é diminuir e
deter a incidéncia da doenca. Em 2012, foram estimados 207 milhdes de casos
em todo o mundo, com um total de mais de 627.000 mortes. No Brasil, 242.748
casos de malaria foram registrados em 2012, estimando-se que 15% sejam
atribuidos ao Plasmodium falciparum e 85% ao P. vivax. A regiao amaz0nica
concentra 99,9% dos casos do pais, sendo considerada uma das mais

importantes areas endémicas do mundo (WHO 2013).

O controle da malaria tem se tornado cada vez mais complexo dada a
dispersao de cepas multi-resistentes de Plasmodium spp.. Nos ultimos anos a
resisténcia do P. falciparum aos derivados da artemisinina tem sido detectada
em quatro paises da Grande Sub-regido Mekong no sudeste asiatico: Camboja,
Mianmar, Tailandia e Vietham (WHO 2013). Para o P. vivax, a espécie mais
importante fora do continente africano, incluindo as Américas, o registro de
resisténcia in vivo e in vitro a cloroquina tem sido cada vez mais documentada
(CHEHUAN et al. 2013; SANTANA FILHO et al. 2007; MARQUES et al. 2013).
Diante desta realidade, novas entidades quimicas que possam superar 0s
mecanismos de resisténcia e oferecer significantes avangos sobre os regimes

de tratamento existentes, sdo uma urgente demanda.

Os produtos naturais e seus derivados séo fontes importantes na busca

de farmacos, e ainda representam mais de 30% dos produtos farmacéuticos



introduzidos no mercado nos ultimos 30 anos (NEWMAN e CRAGG 2012).
Sabe-se que os produtos naturais possuem alta diversidade estrutural,
especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que fazem deles
substancias favoraveis como compostos lideres para o desenvolvimento de
novos farmacos. A Amazonia € um dos maiores biomas do planeta onde o uso
de plantas medicinais por populag¢des tradicionais para o tratamento de
diversas doencas € uma pratica corrente. Sendo uma das principais areas
endémicas de malaria do mundo e, com um arsenal de substancias ainda nao
explorada na sua biodiversidade, existe um apelo social e cientifico para
identificacdo de possiveis novos farmacos antimalaricos de plantas da regiao
amazoénica (POHLIT et al. 2013).

A busca da nova geragao de antimalaricos requer o uso de estratégias
inovadoras aliadas a conceitos classicos de descoberta e desenvolvimento de
drogas (figura 1). Novos antimalaricos podem ser descobertos inicialmente por
triagens (screening) de produtos naturais e/ou de bibliotecas de substancias
sintéticas. A histéria nos mostra que a busca de antimalaricos com base em
produtos naturais tem sido bem sucedida. A estratégia principal no isolamento
de novas substancias lideres a partir da biodiversidade, consiste no isolamento
guiado por bioatividade na qual ensaios biologicos e farmacolégicos sao
utilizados para dirigir o isolamento de substancias bioativas (BURROWS et al.
2013; KAUR et al. 2009).

Uma das estratégias utilizadas para triagem inicial na busca de novos
antimalaricos é o screening in vitro com o P. falciparum. Quando se utiliza este
modelo, a inibicdo do parasito € monitorada pela mensuragao do crescimento e
proliferacdo, frequentemente sem conhecer o alvo molecular da agdo da
substancia. Outra abordagem comum é a utilizagdo de ensaios que detectem
inibidores de alvos especificos do parasito. Apés a confirmagao da atividade
bioldgica no parasito, prossegue-se com testes de citotoxicide com preferéncia
a ceélulas sadias. Esta primeira etapa pode ser realizada com um grande
namero de amostras (100-10.000 compostos ou extratos) e esta relacionada a
avaliagao e pré-selecdo de uma substancia de estrutura molecular protétipo
(JIMENEZ-DIAZ et al. 2013).



Apos esta primeira triagem, prossegue-se com a introdugdo do modelo
animal para testes de atividade antimalarica in vivo utilizando espécies de
Plasmodium de roedor, avaliagdo da toxicidade in vivo, e testes mais
especificos de bloqueio de transmissao e cura radical envolvendo formas
hepaticas do parasito. No modelo murino, efeitos associados ao hospedeiro
como a imunidade e efeitos associados a droga como absor¢ao, metabolismo,
distribuicdo e excregao, também podem ser avaliados (KRETTLI et al. 2009;
NOGUEIRA e ROSARIO 2010). O recente desenvolvimento de ensaios ex vivo
utilizando P. vivax, coloca este teste como um importante parametro a ser
avaliado, porém isso sO € possivel em areas endémicas, dada a necessidade
de se utilizar isolados de campo (DRUILHE et al. 2007).
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Figura 1. Estratégias para a descoberta e desenvolvimento de novas
drogas antimalaricas. Adaptado (ADITYA et al. 2013; FLANNERY et al.
2013; JIMENEZ-DIAZ et al. 2013)

A preparacao de derivados e analogos quimicos a partir da substancia
selecionada como prototipo visando otimizar a atividade e a farmacologia, bem
como a caracterizacdo do mecanismo de agao, sdo etapas que constituem o
processo de desenvolvimento. Através destas atividades € possivel selecionar

com maior seguranga um grupo de substancias analogas e/ou derivadas do



prototipo para as etapas pré-clinicas ao desenvolvimento de um possivel
antimalarico. Embora o processo de descoberta e desenvolvimento de novos
antimalaricos nao se dé de forma tao linear, a figura 1 apresenta um esquema

convencionado por alguns autores.

Nos ultimos anos o grupo de pesquisa do Laboratério de Principios
Ativos da Amazénia (LAPAAM) no Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia (INPA), tem estudado quimicamente plantas de diversas familias,
tais como Apocynaceae, Simaroubaceae, Piperaceae, Gentianaceae e outras,
com indicagao popular para tratamento da malaria. Muitos destes estudos
quimicos, conduziram ao isolamento e caracterizacdo de diversas substancias,
algumas das quais tiveram suas atividades antimalaricas in vitro publicadas
pelo nosso grupo de pesquisa como 4-nerolidilcatecol (ANDRADE-NETO et al.
2007), os alcaldides inddlicos elipticina e aspidocarpina (ANDRADE-NETO et
al. 2007; HENRIQUE et al. 2010), e os quassindides isobruceina-B e
neosergeolida (ANDRADE-NETO et al. 2007; SILVA et al. 2009), todas
consideradas ativas com concentracgao inibitoria 50% (Clsp) menores que 1uM.
Também, integrantes do LAPAAM elaboraram a semi-sintese de derivados de
4-nerolidilcatecol com maior estabilidade e atividade antiplasmddica in vitro
comparavel ao 4-nerolidilcatecol (PINTO et al. 2009; PINTO et al. 2009), alguns
derivados semissintéticos da elipticina com atividade antiplasmaddica in vitro
comparavel a da elipticihna (MONTOIA 2013) e alguns derivados da
neosergeolida e isobruceina B com reduzida atividade antiplasmodica in vitro
(SILVA et al. 2009).

Diante da urgente necessidade da descoberta e desenvolvimento de
novas drogas para malaria imposta pelo aumento da resisténcia do
Plasmodium spp. aos antimalaricos tradicionais e do grande potencial
antiplasmddico das substancias estudadas pelo nosso grupo de pesquisa, no
presente trabalho foi ampliado o numero de extratos, fragcbes e substancias
testadas in vitro para malaria com a finalidade de priorizarmos substancias para
as fases seguintes. Desta forma prosseguimos com a exploracdo deste
potencial através de estudos in vivo e de mecanismos de agdo, buscando
descobrir e desenvolver possiveis novos antimalaricos a partir de produtos

naturais.



Esta abordagem segue o paradigma histérico da descoberta dos
antimalaricos atualmente utilizados na clinica, pois a quinina e a artemisinina
foram descobertas e isoladas respectivamente das cascas de Chinchona sp
(América do Sul) e das folhas de Artemisia annuana (China), utilizadas
tradicionalmente para o tratamento da doenca em suas regides de origem. A
estrutura quimica basica da quinina foi utilizado para conceber o
desenvolvimento de todas as aminoquinolinas sintéticas: cloroquina,
primaquina, mefloquina, tafenoquina e outras (VALE et al. 2005). A partir da
artemisinina isolada de A. annua sao preparados os derivados semi-sintéticos
artesunato e arteméter, que em combinagdo com outros antimalaricos sdo as
drogas de primeira escolha para o tratamento da malaria causada pelo
P. falciparum e sao a alternativa para tratar cepas multi-resistentes de P. vivax
(CRUZ et al. 2013). Dada a importancia da sintese e semi-sintese no
desenvolvimento dos antimalaricos atuais, aqui foram investigadas para
atividade antimalarica substancias naturais, semi-sintéticas (produzidas a partir
de produtos naturais) e algumas substancias sintéticas cujas estruturas

quimicas foram inspiradas nas de produtos naturais.

Seguindo a logica do paradigma de que os antimalaricos atuais devem
suas origens a plantas utilizadas tradicionalmente no tratamento da malaria,
realizamos uma triagem inicial dos extratos fracdes e substancias oriundas de
plantas antimalaricas frente ao P. falciparum in vitro. Buscou-se também
caracterizar a atividade antimalarica in vitro de algumas substancias frente ao
P. vivax que é responsavel por mais de 80 % dos casos de malaria na regidao
Amazénica (OLIVEIRA-FERREIRA et al. 2010). Uma vez que a cultura
continua de P. vivax ainda nao foi estabelecida, esta estratégia inovadora e
inédita de se testar produtos naturais frente o P. vivax in vitro foi baseada em
trabalhos recentes com métodos para testes in vitro com cultura limitada de
P. vivax para estudos de resisténcia em isolados de campo, os quais tem sido
bem aplicados na regiao amazénica (CHEHUAN et al. 2013; DRUILHE et al.
2007). Vale ressaltar que testes in vitro com P. vivax s6 podem ser realizados
em regides endémicas como a Amazénia (onde o atual trabalho foi realizado),
pois requerem obrigatoriamente uso de isolados de campo recém colhidos de

pacientes infectados com esta espécie parasitaria.



Apos um extenso estudo in vitro de extratos vegetais, fracbes e
substancias naturais, semi-sintéticas e sintéticas, foi selecionado um grupo de
substancias para testes de atividade antimalarica in vivo em camundongos
infectados com P. berghei. O modelo de estudo antimalarico in vivo utilizado
aqui foi o teste de supresséao de 4 dias estabelecido por Peters (1965) que tem
sido amplamente adotado nos programas de descoberta e desenvolvimento de
drogas antimalaricas nos ultimos 50 anos, incluindo os antimalaricos
atualmente utilizados na clinica (AGUIAR et al. 2012; FLANNERY et al. 2013;
JIMENEZ-DIAZ et al. 2013; KRETTLI et al. 2009; NOGUEIRA e ROSARIO
2010).

Finalmente duas classes de substancias foram selecionadas para
estudos aprofundados de mecanismo de acdo em alvos moleculares
especificos prioritarios do Plasmodium spp.. Alcaléides inddlicos e derivados de
4-nerolidilcatecol foram investigados quanto a sua capacidade de inibicdo de
formagdo de hemozoina. Os derivados de 4-nerolidilcatecol também foram
avaliados quanto ao seu efeito inibitoério na via de biossintese de isoprendides
em P. falciparum. A escolha dos alvos farmacoldgicos para o estudo dos
possiveis mecanismos de agao das substancias priorizadas foi baseado no
entendimento da relagdo entre a estrutura molecular da substancia e os

possiveis alvos no parasito.

Esta tese foi estruturada em trés capitulos tematicos de acordo com os
objetivos propostos. O primeiro capitulo inicia com uma revisao bibliografica
dos aspectos gerais da malaria e € dedicado ao estudo de atividade
antimalarica in vitro frente ao P. falciparum e testes preliminares in vitro com
cultura limitada de isolados de campo de P. vivax realizados com os compostos
mais promissores. No segundo capitulo sdo apresentados estudos
farmacoldgicos in vivo onde foi avaliada a eficacia terapéutica dos principais
compostos sobre o modelo da malaria. O capitulo trés trata dos estudos de
mecanismo de acao antiplasmodial das substancias mais promissoras em

alvos moleculares especificos do parasito.

Desta forma, este trabalho vem apresentar alguns caminhos para a

descoberta de novos antimalaricos e contribuir diretamente para a



caracterizacdo mais profunda da atividade antimalarica e elucidacdo do
mecanismo de agao de substancias amazobnicas, com vista a futuros estudos

pré-clinicos e clinicos e 0 melhor aproveitamento da biodiversidade da regido.
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OBJETIVOS

GERAL

Identificar novos antimalaricos a partir de produtos naturais de plantas
amazonicas, seus derivados semi-sintéticos e substancias sintéticas através de

estudos in vitro, in vivo e de mecanismo de acéo.

ESPECIFICOS

- Descobrir extratos, fragées, substancias naturais, semi-sintéticas e sintéticas

com atividade antimalarica in vitro contra o P. falciparum.

- Caracterizar a susceptibilidade in vitro de isolados de campo de P. vivax

frente a substancias que foram ativas in vitro contra o P. falciparum.

- Avaliar atividade antimalarica in vivo de limondides, alcaldides inddlicos e

derivados de 4-nerolidilcatecol em camundongos infectados com P. berghei.

- Investigar o efeito inibitério de alcaldides inddlicos e derivados de

4-nerolidilcatecol sobre a formagao de hemozoina in vitro.

- Investigar o efeito de derivados de 4-nerolidilcatecol sobre a via de

biossintese de isoprendides em P. falciparum;



Capitulo 1

ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DE PRODUTOS
NATURAIS, SUBSTANCIAS SINTETICAS E SEMI-SINTETICAS



12

1. 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. 1.1 Malaria: aspectos gerais

A malaria ou paludismo é uma doenca infecciosa, nao contagiosa, de
evolugdo crdnica, com manifestacbes episddicas de carater agudo, que
acomete milhdes de pessoas nas zonas tropicais e subtropicais do globo. Os
parasitos da malaria pertencem ao género Plasmodium, da familia
Plasmodiideae, filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucocciida. Das
150 espécies de Plasmodium descritas, as que prioritariamente parasitam o
homem sao: P. malariae, P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. knowlwsi e o mais
recente descrito para infeccdo humana P. cynomolgy (TA et al. 2014). Estudos
atuais de filogenética descreveram duas variantes de P. ovale: Plasmodium
ovale curtisi € Plasmodium ovale wallikeri (SUTHERLAND et al. 2010). Outras
espécies de Plasmodium descritas na literatura (P. yoelii, P. berghei, P.
chabaudi, P. cynomolgi) ttm como hospedeiros mamiferos selvagens (GIRARD
et al. 2007). A espécie de Plasmodium mais amplamente disseminada em todo
o mundo é o P. vivax. Esta espécie se encontra em quase todas as regides
onde a malaria € endémica. O Plasmodium falciparum causa a forma mais
grave da doenga, sendo o principal responsavel pelas causas de Oobito
(MARKELL et al. 2003).

A transmissdo do Plasmodium ao homem ocorre por meio da picada da
fémea do mosquito do género Anopheles no momento do repasto sanguineo,
essa ultima precisa de sangue para a maturacdo dos ovos. Este género
compreende cerca de 400 espécies, das quais apenas reduzido numero tem
importancia para a epidemiologia da malaria em cada regidao. De acordo com o
trabalho desenvolvido por Tadei e Dutari-Tatcher (2000), que tinha o objetivo
de determinar a importancia da transmissdo da malaria, varias espécies de
Anopheles foram estudadas e das 33 espécies de ocorréncia na Amazodnia,
apenas oito foram encontradas infectadas por Plasmodium, sendo o Anopheles

darlingi, o principal vetor na regiao.
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Os primeiros sintomas da malaria sédo inespecificos, e semelhantes aos
da maioria das doencas virais. As manifestagdes clinicas variam de acordo
com a espécie de plasmodio e o estado imunoldgico do hospedeiro. Em geral,
os sintomas envolvem dor de cabega, dores musculares, nauseas e tonturas,
seguidos de uma sensacéao de frio, acompanhada de tremor, febre, suor e um
aumento da temperatura. Nos casos complicados podem ocorrer dores
abdominais fortes, sonoléncia e redugao da consciéncia e até coma, como na
malaria cerebral. Nao é comum ocorrer malaria severa causada por P. vivax, P.
malarie ou P. ovale, mas infec¢gdes agudas em um hospedeiro nao-imune
podem ser preocupantes (FERREIRA 2005). Fatores relacionados diretamente
ao plasmaédio como: resisténcia as drogas, variagao e polimorfismo antigénicos,
capacidade de roseteamento e citoaderéncia associados a fatores do proprio
homem como imunidade, produgdo de citocinas inflamatdrias, aspectos
genéticos, idade e gravidez, também sao importantes e responsaveis pelas
diferentes respostas clinicas a infeccao (WEATHERALL et al. 2002).

1.1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium

Todas as espécies de Plasmodium tem um complexo ciclo de vida que
envolve interagdes celulares e moleculares com o hospedeiro invertebrado
(Anopheles) nas fases sexuadas e um hospedeiro vertebrado no ciclo
assexuado (figura 2) (FLANNERY et al. 2013). O ciclo assexuado ou
esquizogbnico inicia-se quando os esporozoitas, formas infectantes contidas na
saliva do mosquito, s&o inoculados no homem durante o repasto sanguineo.
Uma vez injetados na pele, os esporozoitas usam sua mobilidade ativa para
alcancar os capilares sanguineos e terminam sua jornada no figado, periodo
que pode levar cerca de 30 a 60 min. Nem todos os esporozoitas inoculados
deixam a pele, isto depende da espécie de parasito e do grau de
vascularizacado no sitio de inoculagao. Outros eventos que ocorrem durante a
jornada do esporozoita, tais como a passagem através das barreiras

endoteliais da pele e do figado precisam ser esclarecidas, assim como é
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controversa a interagdo entre estas formas do parasito com as células de
Kupffer (fagécitos do figado) (MARKELL et al. 2003; MENARD et al. 2008).
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Figura 2. Ciclo biolégico do Plasmodium sp. (FLANNERY et al. 2013)
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Os esporozoitas penetram as células do hospedeiro formando um
vacuolo parasitéfago com a membrana do hepatécito. A composi¢cao molecular
desta juncao é pouco conhecida, com apenas algumas proteinas identificadas.
Duas proteases utilizadas pelo parasito na invasido estdo muito bem
caracterizadas: a proteina do circunsporozoito (CS) e a proteina de superficie
do esporozoito 2 (SSP2), também conhecida como TRAP (MENARD et al.
2008).

Dentro dos hepatdcitos, os esporozoitas sofrem sucessivas divisdes
mitéticas dando origem ao esquizonte hepatico, com milhares de merozoitas
em seu interior (VALE et al, 2005). Os merozoitas deixam os hepatdcitos e vao

infectar os eritrécitos na corrente sanguinea, onde tem inicio uma nova fase de
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reprodugdo assexuada (VALE et al. 2005). Nas infecgdes causadas por
P. falciparum e P. malariae, os esquizontes se rompem todos ao mesmo tempo
e nao persistem no interior dos hepatécitos. Ja no P. ovale e no P. vivax,
algumas formas exoeritrociticas, denominadas hipnozoitas permanecem
latentes no figado por meses ou anos, e estas formas parecem ser

responsaveis pelas recidivas tardias da doenga (FERREIRA 2005).

Apos a penetragdo nos eritrocitos, os merozoitos transformam-se em
trofozoitas jovens na forma de anel e se desenvolvem. Em determinado
momento, ocorrem divisdes do nucleo, dando origem ao esquizonte sanguineo
que origina um numero variavel de merozoitos. Os eritrocitos se rompem
liberando os merozoitos, que invadem outros eritrécitos, reiniciando o ciclo
eritrocitico. Depois de alguns ciclos um pequeno numero de merozoitos
diferenciam-se em gametécitos femininos (macrogametécitos) e masculinos
(microgametécitos), que permanecem na membrana dos eritrocitos até serem
ingeridos pelos mosquitos dando inicio ao ciclo sexuado ou esporogdnico
(VALE et al. 2005).

A transformacdo dos gametocitos em gametas, ocorre no interior do
intestino do mosquito logo apds a ingestao do sangue. A formagao do gameta
macho (microgameta) é propiciada por fatores como queda da temperatura e
modificagdo do pH. O microgametécito sofre um processo chamado de
exflagelacdo, originando os microgametas, flagelados e moveis, que
fecundardao o macrogameta desenvolvido. A fertilizagdo dos gametas gera um
zigoto e posteriormente uma forma invasiva, o oocineto, que pode movimentar-
se em direcdo ao epitélio estomacal do mosquito, atravessando-o e
permanecendo entre 0 mesmo e a lamina basal, em uma forma vegetativa,
chamado de oocisto. Este cresce e sofre divisdes (esporogonia) produzindo de
2 a 8000 esporozoitos. Estes esporozoitos rompem a parede do oocisto e
migram para as glandulas salivares do Anopleles através da hemolinfa,
tornando-se a forma infectante para o homem (WEATHERALL et al. 2002). A
grande complexidade do ciclo de vida do parasito explica as enormes
dificuldades que tem vindo a ser experimentadas, ao longo dos tempos para o

estabelecimento de uma terapia antimalarica eficaz e segura.
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1.1.3 Epidemiologia da malaria

1.1.3.1 Malaria no mundo

A malaria estd amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais do planeta e é considerada uma das doencgas parasitarias mais
importantes. A Organizagao Mundial de Saude estima que 40 % da populagéo
mundial, isto &, 3,3 bilhdes de pessoas vivem em areas com alto risco de
transmissao da malaria em 106 paises onde a doencga é considerada endémica
(WHO 2011). O numero de casos no mundo foi estimado em 226 milhdes em
2000 com um aumento para 244 milhdes em 2005 reduzindo para 207 milhdes
em 2012. Em 2012, a doenga causou 627.000 mortes, sendo 85 % destas,
criancas africanas com idade inferior a cinco anos. Embora o numero de casos
e 6bitos da doenga tenha reduzido 17 % desde o ano 2000, esta redugao esta
muito aquém da meta global para malaria até 2015 estabelecida pela
Organizagao das Nagdes Unidas (WHO 2013).

Nas Américas a transmissao da malaria ocorre em 21 paises com 20%
da populagédo vivendo em area de risco. O P. falciparum é responsavel por
menos de 30% dos casos do continente. O numero de casos confirmados de
malaria notificados na regido diminuiu de 1,1 milhdes em 2000 para 469.000
em 2012. Trés paises foram responsaveis por 76% dos casos nas Américas
em 2012: Brasil (52%), Coldmbia (13%) e Venezuela(1%).

1.1.3.2 Malaria no Brasil

Aproximadamente 99,9% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na
Amazobnia Legal que é composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Mato Grosso, Maranhdo, Para, Rondobnia, Roraima e Tocantins. No Brasil, a
doencga continua sendo um dos maiores problemas de saude publica, com
306.000 casos registrados em 2009, mas é estimado que nos anos 1940s o

numero de casos chegou a ser estimado em seis milhdes a cada ano. Desde
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de 2000, mais de 75% dos casos de malaria do Brasil sdo atribuidos ao P.
vivax, e o restante dos casos ao P. falciparum (OLIVEIRA-FERREIRA et al.
2010). Nos ultimos anos o numero de casos vem decaindo com 234.509 casos
em 2012 e uma estimativa de menos de 200.000 casos em 2013 (SIVEP-
MALARIA, 2014).

1.1.3.2 Malaria no Amazonas

A implementacdo de medidas de controle como a descentralizagdo do
diagndstico e tratamento, e a intensificagcado das agdes de controle vetorial, tem
contribuido para a redugdao do numero de casos no Estado do Amazonas,
embora este ainda seja alto. Em 2012 foram registrados 82.973 casos versos
75.903 em 2013, uma reducéo de 9% dos casos (SIVEP-MALARIA 2014).

Os estados do Amazonas, Para e Ronddnia concentram 77 % dos casos
do Brasil. Nos ultimos anos, Manaus e Porto Velho apresentam extensas areas
de aglomerados urbanos em regibes periféricas, indicadas como rurais. Essas
areas tém se configurado importantes locais de infecgao por receberem intenso
fluxo de pessoas que se deslocam de outros municipios em busca de
oportunidades de trabalho ou necessidades comerciais. Assim, esses
municipios concentraram 26,9% e 22,9% dos casos de malaria da regiao
Amazonica nos anos de 2007 e 2008 respectivamente (OLIVEIRA-FERREIRA
et al. 2010).

1. 1.4 Resisténcia aos antimalaricos disponiveis

A resisténcia do P. falciparum as drogas antimalaricas emergiu como um
dos maiores desafios a ser enfrentado para o controle da malaria. Esse
fendmeno implica no aumento de mortalidade nas areas hiper e holoendémicas
e contribuiu para o aparecimento e ampliacdo de novos focos de malaria
causada pelo P. falciaparum. Acima de tudo, a resisténcia adquirida as drogas
antimalaricas foi identificada como um fator de contingenciamento econémico
do controle da malaria (TRAPE et al. 2002).
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Diferentes mecanismos podem modificar o padrao de sensibilidade de
varios organismos as drogas. No caso particular do Plasmodium falciparum, o
aparecimento da resisténcia € atribuido em primeiro lugar a ocorréncia de
mutacdes génicas espontdaneas e em segundo lugar a pressdo seletiva
desenvolvida pelos medicamentos sobre as populagdes de parasitos sensiveis

e parasitos resistentes, independente da dose utilizada (MACKINNON 2005).

No Brasil, no inicio da década de 60, foram descritos os primeiros casos
de resisténcia a cloroquina, em pacientes com malaria causada pelo
P. falciparum procedentes da regido Amazédnica e do Nordeste (SILVA 1961).
Na década de 80, Alecrim (1981), em estudos in vitro e in vivo sobre a
resisténcia as drogas antimalaricas na Amazobnia, demonstrou 100% de
resisténcia in vitro do P. falciparum a cloroquina. A tabela 1 relata os primeiros

registros da resisténcia no mundo a diversos antimalaricos.

Tabela 1: Data de introducao e primeiros casos registrados da resisténcia

do P. falciparum aos antimalaricos mais utilizados.

Primeiro registro

Farmaco Introduzido em Diferencga (anos)
de resisténcia
Quinino 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Sulfadoxina-
1967 1967 0

Pirimetamina
Mefloquina 1977 1982 5
Artemisinina e

1980 2008 27
derivados

Fonte: (CRAVO e ROSARIO 2003; EKLAND e FIDOCK 2008)

O P. falciparum continua apresentando diminuicdo da sensibilidade as
drogas habitualmente usadas, constituindo sério problema para o controle e

erradicagdo da malaria. Atualmente todos os paises com areas malarigenas
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apresentam cepas resistentes de P. falciparum tanto a cloroquina como aos
demais antimalaricos. Além disso, também ha registros da diminuicdo da
sensibilidade do P. vivax a estas drogas. Outro fenbmeno preocupante é a
identificacdo de fendtipos de parasitos resistentes a duas ou mais drogas
simultaneamente, fato conhecido como multidrug resistance (MDR), ou
resisténcia multipla a drogas, e é bem caracterizado no sudoeste asiatico,
América do Sul e Africa (GUERIN et al. 2002).

A cloroquina € a droga de primeira escolha para o tratamento para
malaria causada pelo P. vivax, segundo os protocolos estabelecidos pela
Organizagdo Mundial de Saude (WHO 2013). A emergéncia da resisténcia do
P. vivax a cloroquina tem sido muito bem documentada ao redor do mundo
incluindo no Brasil (GAMA et al. 2011). Achados clinicos na regidao da
Amazobnia Brasileira tem demonstrado altos graus de recrudescéncia em
pacientes com malaria causada por P. vivax tratados com cloroquina
(SANTANA FILHO et al. 2007). Recentemente estudos in vitro e de dosagens
séricas da droga tem reforcado os achados anteriores, confirmando o
fendbmeno de resisténcia do P. vivax a cloroquina na regido amazébnica
(CHEHUAN et al. 2013; MARQUES et al. 2013).

A artemisinina e seus derivados semi-sintéticos sdo as drogas mais
efetivas disponiveis para o tratamento de pacientes portadores de cepas multi-
resistentes de P. falciparum. Nos ultimos anos, a resisténcia do P. falciparum
aos derivados da artemisinina tem sido detectada em quatro paises da Grande
Sub-regiao Mekong no sudeste asiatico: Camboja, Mianmar, Tailandia e
Vietham (WHO 2013).

Estudos de sensibilidade in vitro a artemisinina com isolados de campo
de P. falciparum da China tém demonstrado concentragdes inibitérias 50%
(Clso) em 1999 até 3,3 vezes maior que em 1988, indicando diminuigdo da
sensibilidade dos parasitos neste pais. Isolados de campo do Camboja, Guiana
Francesa e Senegal apontaram uma elevacgao significativa dos valores de Clsg
a artemisinina (JAMBOU et al. 2005). O mesmo foi observado em outro estudo
realizado com amostras das Ilhas de Sdo Tomé e Principe, onde detectou-se

em algumas amostras valores de Clsg até 15 vezes maiores que a média para
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artemisinina e artemeter (FERREIRA et al. 2007). Dois genes que
originalmente demonstraram modular a sensibilidade do P. falciparum a
cloroquina tém sido investigados no contexto da artemisinina: pfmdr1 e pfcrt.
Porém, os dados clinicos ndo confirmam a correlagdo entre mutagcdes ou
numero de cdpias destes genes e a resisténcia do parasito in vivo. Embora
controversa, muitos pesquisadores continuam explorando a idéia de que uma
ATPase Ca"" dependente do reticulo sarcoendoplasmatico do parasito seja um
importante alvo da artemisinina, e mutagdes no gene pfatp6 que codifica a
enzima tem sido estudadas (BRASIL et al. 2012; KRISHNA et al. 2014). A
possibilidade da emergéncia da resisténcia aos derivados de artemisinina, que
representa a ultima classe de droga que temos em maos para tratar cepas de
Plasmodium multirresistente, aumenta a necessidade de busca de novas

drogas para o tratamento da doenca.

1.1.5 Estudo de novas drogas para o tratamento da malaria

Novas drogas com estruturas e mecanismos de agao singulares sao
urgentemente necessarias para se tratar cepas de Plasmodium
multirresistentes. O objetivo global para o controle da malaria esta em expandir
o arsenal de drogas com uma nova geragao de moléculas que agem em varios
estagios do ciclo de vida do parasito: nas formas sanguineas assexuadas que
sdo as formas responsaveis pela patogenia da doenca, nas quais todos os
antimalaricos atuais agem; nos gametocitos responsaveis pela transmissao; e
nas formas hepaticas, incluindo hipnozoitas que causam as recaidas do
P. vivax (AGUIAR et al. 2012).

No desenvolvimento de novos tratamentos para malaria, um numero de
critérios-chave precisa ser cumprido por novos candidatos a droga: alta
poténcia, baixo custo, alta estabilidade em condi¢des tropicais, bom potencial
de desenvolvimento, baixas chances de desenvolvimento de resisténcia e altos
niveis de seguranga em populagdes vulneraveis como mulheres gravidas e
criangas menores de 5 anos (BURROWS et al. 2013).
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Conforme apresentado acima, a biologia dos parasitos causadores da
malaria € complexa. Envolve um ciclo de vida no qual o parasito se apresenta
em diferentes formas e fases com expressdes protéicas e metabdlicas
diferentes em cada uma das fases. Dessa forma, sdo necessarios diferentes
tipos de abordagens para que se possa obter farmacos eficazes contra a

doenca.

Diversas estratégias estao disponiveis para a descoberta de novas drogas
antimalaricas. Estas podem ser descobertas através de triagens (screening) de
biblioteca de compostos sintéticos e/ou de produtos naturais, contra o parasito
inteiro ou alvos moleculares especificos. Quando se utiliza o parasito inteiro a
inibicdo € monitorada pela mensuragcdo do crescimento e proliferacdo, sem
conhecer o alvo molecular do composto testado. Esta foi a estratégia que
identificou todos os antimalaricos utilizados na clinica. A outra abordagem
comumente utilizada para triagens de drogas envolve ensaios que detectem
inibidores de alvos moleculares especificos do parasito, porém nenhuma classe
de antimalaricos foi descoberta nos ultimos vinte anos através desta
abordagem. Estes estudos requerem a validacéo da atividade frente ao préprio
parasito (FLANNERY et al. 2013). Resultados in vitro, devem ser confirmados
no modelo animal em testes de atividade antimalarica in vivo. Neste capitulo
focaremos nos estudos in vitro, sendo o modelo in vivo, objeto de estudo do

préximo capitulo.

A busca de novos antimalaricos a partir de produtos naturais envolve
esforgos cientificos coordenados de diversos profissionais. Estes profissionais
geralmente representam distintas areas da academia, notadamente a botanica,
quimica de produtos naturais e sintética, farmacologia, bioquimica,
parasitologia e biologia molecular (ANDRADE-NETO et al. 2007).

A estratégia principal para obtencdo de novas substancias lideres
consiste no isolamento guiado por bioatividade na qual ensaios bioldgicos ou
farmacoldgicos sao utilizados para identificar extratos e suas fragdes ativas e
dirigir os estudos quimicos. Sabe-se que os produtos naturais possuem alta
diversidade estrutural, especificidade bioquimica e outras propriedades

moleculares que os fazem favoraveis como compostos lideres para a
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descoberta de novos farmacos. Essa diversidade e especificidade podem
diferencia-los das bibliotecas de componentes sintéticos e combinatoriais,
sobretudo no que diz respeito aos seus mecanismos de acdo (KAUR et al.
2009).

1.1.5.1 Estudo in vitro de atividade antiplasmoddica.

Em 1976 o cultivo continuo in vitro do parasito causador da malaria
humana, P. falciparum, foi descrito pela primeira vez, e isto preparou o caminho
para o desenvolvimento de diversas técnicas para investigar o efeito de drogas
na sobrevida e crescimento de formas sanguineas assexuadas do parasito.
Estas técnicas tém sido utilizadas para estudos de monitoramento da
resisténcia e desenvolvimento de drogas (TRAGER e JENSEN 1976). Os
testes in vitro sao basicamente isentos de riscos para o paciente, ndo sao
invasivos (com exceg¢ao da coleta de sangue para amostra) e sdo essenciais
para o desenvolvimento de drogas (NOGUEIRA e ROSARIO 2010).

Tradicionalmente, os testes in vitro de susceptibilidade do plasméddio a
drogas sado todos baseados na medida do efeito das substancias no
crescimento e desenvolvimento dos parasitos. Tal efeito permite observar o
grau de inibicdo do crescimento e/ou morte parasitaria, refletindo o grau de
susceptibilidade do parasito a um determinado farmaco a uma determinada
concentracao. Esta abordagem permite um descarte quase total de fatores
interferentes relacionados ao hospedeiro, tais como sua imunidade e seu
metabolismo relacionado ao composto, deste modo, fornecendo uma avaliagao
direta do impacto da droga sobre o parasito (CHAIJAROENKUL et al. 2005).

Rieckmann et al. (1968) desenvolveram o primeiro ensaio laboratorial
descrito capaz de medir a capacidade do parasito de se desenvolver da fase de
anel jovem para esquizonte, usando as mudancas morfolégicas para o
monitoramento dos antimalaricos, conhecido como macroteste. Dez anos
depois, vislumbrado em determinar areas cloroquino-resistentes, Rieckmann et

al. (1978) simplificaram o procedimento em microcultura para medir a inibicao
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de maturagdo dos esquizontes em 24 h, que passou a ser conhecida como

microtécnica.

Desde entdo, o microteste tem sido a principal ferramenta dos estudos
de campo da Organizagdo Mundial da Saude para o monitoramento da
resisténcia in vitro do P. falciparum e triagem para novas drogas, sobretudo em
paises subdesenvolvidos que ndo possuem recursos para a implementacéo de
técnicas mais dispendiosas. A grande dificuldade na microtécnica que utiliza a
analise microscopica estd ndo somente em quantificar os eritrocitos
parasitados, mas também identificar em qual estagio do ciclo de vida o parasito
se encontra o que consome bastante tempo e requer microscopistas treinados.
Isso limita a triagem de um grande numero de compostos (DIAZ et al. 2009). O
aprimoramento do microteste teve por objetivo tornar sua execugao mais
pratica e de baixo custo, e permanece até o presente como uma das técnicas
mais simples para avaliagao de sensibilidade e triagem de novas drogas in vitro
(ANDRADE-NETO et al. 2007).

Desjardins et al. (1979) desenvolveram um ensaio para o estudo da
susceptibilidade do P. falciparum com o emprego de material radioativo
baseado na inibigdo da incorporacédo da hipoxantina tritiada pelo parasito para
demonstrar o efeito das substancias testadas. Este método tem alto grau de
reprodutibilidade, além ser possivel testar uma grande quantidade de
substancias em menos tempo por ser consideravelmente mais rapido na sua
execucdo do que o teste baseado na avaliagdo microscopica. Porém esta
técnica apresenta limitacbes para ser executada em campo, por necessitar de
equipamentos especificos, envolve a manipulagdo de materiais radioativos, e

apresenta muitas etapas no protocolo de execugcdo (SANCHEZ et al. 2007).

Nos ultimos anos diversas técnicas para mensuragao do crescimento do
parasito tém sido desenvolvidas como alternativas a microscopia e ao teste
radioativo. A quantificacdo de enzimas especificas do parasito e que sao
indicadores de crescimento celular tem sido empregada através de técnicas
baseadas em ELISA-sanduiche. A pLDH (lactato desidrogenase do parasito) e
a proteina rica em histidina (HRP2) tem sido os antigenos parasitarios mais

utilizados. Métodos fluorimétricos utilizando corantes que intercalam acidos
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nucleicos (SYBR Green, YOYO-1 e outros), métodos que utilizam parasitos
recombinantes transfectados com proteina fluorescente (GFP) também tem
sido empregados. Esses métodos garantem sensibilidade semelhantes ao
método radioisotopico de [°H]-hipoxantina (KRETTLI et al. 2009; POHLIT et al.
2013).

E importante notar que técnicas in vitro baseadas em culturas de P.
falciparum nao fornecem informagdes do potencial metabolismo in vivo de
substancias que podem ser requeridas como um passo de ativagao de pro-
drogas. Da mesma forma dados farmacodindmicos, farmacocinéticos e
toxicolégicos nao sao fornecidos por testes in vitro. Compostos que exibem
promissora atividade antimalarica in vitro necessitam ser testados em modelos
animais in vivo com espécie de Plasmodium de roedor conforme sera discutido

no proximo capitulo.

1.1.5.2 Estudo in vitro com Plasmodium vivax

A malaria causada pelo P. vivax é considerada uma doenca
negligenciada para a qual poucos estudos de susceptibilidade a droga tem sido
realizados, resultando em poucos esforgos de pesquisa e desenvolvimento de
novas drogas anti-P. vivax. O dogma que classifica a doenca como malaria
benigna, € um dos motivos que leva a falta de pesquisas na area, embora haja
diversos estudos relatando a gravidade da malaria causada por P. vivax. Outro
motivo é a falta de estabelecimento de um sistema de cultivo continuo in vitro
para o P. vivax (FLANNERY et al. 2013; POHLIT et al. 2013).

O cultivo continuo do P. vivax prevé varias dificuldades, principalmente
pelo fato de que o parasito invade seletivamente reticuldcitos (hemacias
jovens) que representam apenas cerca de 2% do sangue circulante. Diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de se estabelecer o cultivo
continuo do P. vivax, o que traria grandes avangos para o conhecimento da
biologia do parasito assim como aconteceu com o P. falciparum, porém o
cultivo continuo do P. vivax parece uma realidade distante
(UDOMSANGPETCH et al. 2007). A emergéncia da resisténcia do P. vivax a

cloroquina e o fato de que este parasito apresenta perfil genético e de
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sensibilidade diferente do P. falciparum tem impulsionado pesquisas com o
objetivo de desenvolver ensaios que possam mensurar a sensibilidade in vitro
do P. vivax as drogas tradicionalmente utilizadas e em perspectiva de se
identificar novas drogas que comprovadamente ajam nesta espécie de
Plasmodium (CARLTON et al. 2011; GAMA et al. 2011).

Tasanor et al (2002) desenvolveram um método de cultura limitada de
P. vivax objetivando um ensaio capaz de se mensurar a sensibilidade do
parasito a cloroquina. Foram utilizados isolados de campo de P. vivax da
Tailandia, inicialmente na fase de trofozoita jovem (anel) os quais maturaram
até as formas maduras de esquizonte. O principal diferencial da técnica foi a
utiizacdo do meio de cultura Waymouth. A avaliagdo da parasitemia foi
realizada por microscopia. O objetivo do ensaio foi alcangado, e 200 isolados
de P. vivax tiveram sua sensibilidade a cloroquina avaliada, com resposta

satisfatoria a droga.

O double-site enzyme linked LDH immunodetection test (DELI-Test)
estabelecido para o P. falciparum tem sido adaptado para estudos com
P. vivax. O ensaio consiste na deteccdo da enzima lactato desidrogenase de
Plasmodium (pLDH) por meio de imunoensaio apés o periodo de incubagao do
parasito com a droga. A técnica tem sido adaptada em laboratérios de areas
endémicas para se monitorar a emergéncia da resisténcia do P. vivax a
cloroquina (DRUILHE et al. 2007).

Recentemente, Chehuan et al. (2013) utilizaram a técnica do DELI-test
para avaliar a susceptibilidade in vitro de 112 isolados de campo de P. vivax da
regido amazédnica a cloroquina e a mefloquina. O DELI-teste foi utilizado para
detectar o crescimento do P. vivax na presenga das drogas em cultura limitada
de 48 h, com determinacdo posterior das Clsy tragando um perfil de
sensibilidade dos isolados de campo da regido a cloroquina e a mefloquina. A
resisténcia in vitro estimada no estudo foi muito semelhante a observada na
clinica, sugerindo que o DELI-test realizado por laboratérios capacitados pode
ser ferramenta valiosa para estudos de resisténcia in vitro a cloroquina na

regiao Amazonica.
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Todos os testes desenvolvidos até aqui com P. vivax tem o objetivo de se
avaliar a sensibilidade do parasito as drogas tradicionais. O grande desafio é
adaptar estes ensaios para se triar novas drogas, sobretudo a partir de

produtos naturais.

1.1.6 Plantas como fonte de drogas antimalaricas

Os farmacos antimalaricos utilizados atualmente sdo baseados em
produtos naturais ou compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40.
As principais drogas que fazem parte dos esquemas terapéuticos utilizados no
mundo foram produzidas a partir de protétipos quimicos isolados de plantas
(FRANGCA et al. 2008).

Antes da chegada dos europeus ao continente americano os indios
peruanos usavam a casca da quina (arvores do género Cinchona) para o
tratamento da malaria. Em 1677, a casca da quina foi incluida na Farmacopeia
de Londres sob a designacdo Cortex peruano, sendo este o primeiro registro
oficial na Europa, sobre quimioterapia antimalarica. Ao longo da Europa
continental era comum a utilizagédo da “casca de jesuita”, como era conhecida a
casca da quina, para tratar malaria. Em 1820, os quimicos franceses Pelletier e
Caventou isolaram a substancia ativa da casca da quina, o alcaldide quinina
(figura 3), trabalho que foi reconhecido e premiado pelo Instituto Francés de
Ciéncias. Partindo do entendimento da estrutura basica da quinina que
somente foi elucidada na primeira metade so séclo XX, foram sintetizadas
algumas das principais drogas utilizadas no tratamento da malaria como a
cloroquina, primaquina, mefloquina, entre outras drogas quinolinicas (figura 3)
(VALE et al. 2005).

Os esquemas terapéuticos de primeira escolha para o tratamento da
malaria causada pelo P. falciparum, sobretudo para cepas multi-resistentes,
esta baseado na terapia combinada com os derivados de artemisinina
(artemisinin-based combination therapy-ACT). (Figura 3) (CRUZ et al. 2013).
Na década de 70, a artemisinina foi isolada das folhas de Artemisia annua
(Asteraceae), uma planta originaria do norte da China, onde & conhecida

popularmente como “ginghao” (erva verde)(HSU 2006).
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Esta erva é utilizada pela medicina tradicional chinesa a mais de 2000
anos na forma de infusdo para o tratamento de febre e malaria. A atual
Farmacopeia da China descreve as folhas secas da planta como um remédio
para febre, incluindo malaria. Dentre os metabdlitos presentes na planta, a
artemisinina foi considerada o componente ativo principal. Seu teor pode variar
consideravelmente dependendo da parte da planta, condigbes de crescimento
e variagcdes sazonais e geograficas (MUELLER et al. 2000; MUELLER et al.
2004).
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X /N |
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Quinina Cloroquina Primaquina Mefloquina
(Francga, 1820s) (EUA,1930s) (Alemanha,1930s) (EUA,1970s)
CHs g S

Y R=0OH Diidroartemisinina

CH; CH, RiOMe Artemeter
|| R “H R=0OEt Arteéter
(0]
Artemisinina, Derivados  de R=OCH2(I)C02H Ac.artelinico

(China, 1973) artemisinina
' (China, 1970s)

Figura 3. Estruturas dos produtos naturais quinina e artemisinina e seus

analogos sintéticos e derivados semi-sintéticos.

A artemisinina € pouco ativa in vivo em funcido de sua baixa solubilidade,
absorcao e propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas. Para resolver

este problema, varios derivados artemisininicos semi-sintéticos foram
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desenvolvidos, dos quais os principais sao o artesunate, soluvel em agua, e o
artemeter, soluvel em o6leo (RIDDER et al. 2008). Na figura 3 observamos a
estrutura quimica da artemisinina e dos seus principais derivados. Apesar de
sua eficacia, o tratamento com os artemisininicos isolados produz altas taxas
de recrudescéncia, sendo desaconselhada a monoterapia. Uma forma de
potenciar a acdo do farmaco reside na sua combinagdo com outros

antimalaricos, como a mefloquina, a lumefantrina e os antifolatos (WHO 2010).

A atovaquona, uma naftoquinona que é altamente ativa in vitro contra as
formas sanguineas de P. falciparum e no modelo animal, resulta em baixas
taxas de cura na malaria humana e seleciona parasitos mutantes com redugao
da susceptibilidade a droga. Porém quando combinado com hidrocloreto de
proguanil, a atovaquona é recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
para o tratamento de malaria ndo complicada em viajantes retornando de
paises ndo endémicos. A droga clinicamente validada age nos gametdcitos e
também nas formas sanguineas assexuadas. Teve sua estrutura concebida a
partir da otimizagao do lapachol, uma naftoquinona isolada pela primeira vez da
planta Tabebuia avellanedae em 1982. A atovaquona foi utilizada para
tratamento de febre e malaria no século 19 na América do Sul (AGUIAR et al.
2012; WELLS 2011). Estas evidéncias nos levam a refletir sobre a importancia
e a necessidade de se estudar plantas medicinais utilizadas tradicionalmente

no tratamento da malaria como fontes de novos antimalaricos.

1.1.7 Plantas Amazoénicas e suas substancias: fontes de potenciais novas
drogas para malaria

A Amazdbnia € unica no mundo e possui a maior biodiversidade do planeta
tendo um vasto e complexo ecossistema com uma area aproximada de 5,5
milhdes de km?, dos quais 60 % estdo em territorio brasileiro e o restante
distribuido em mais oito paises na América do Sul. Com uma flora e fauna
riquissima, seu conhecimento representa um dos maiores desafios para o
desenvolvimento do Brasil (ANDRADE-NETO et al. 2007; BASSO et al. 2005).

Frequentemente novas espécies sdo adicionadas a lista da diversidade que
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conta com 40.000 espécies de plantas, 427 mamiferos, 1.294 passaros, 378
répteis, 427 anfibios e 3.000 peixes que ja foram cientificamente classificados
na regiao (CALDERON et al. 2009).

Sendo uma das areas endémicas da malaria de grande importancia no
planeta, a convivéncia forcada de populagdes tradicionais com a malaria levou,
ao longo do tempo, a busca por alternativas no ambiente amazbnico, de
recursos terapéuticos que minimizassem seus efeitos e permitissem ao
habitante da regido desenvolver suas atividades. A formacdo cultural da
Amazbénia e o ambiente rico em espécies vegetais favorecem a
experimentacado das plantas nativas para o tratamento da malaria (BRANDAO
et al. 1992; CALDERON et al. 2009; CARVALHO et al. 1991).

Baseado no conceito de que a nova geragao de antimalaricos pode ser
descoberta a partir de plantas utilizadas na medicina tradicional, nos ultimos
anos o grupo de pesquisa LAPAAM no INPA em Manaus, tem estudado
diversas plantas popularmente tidas como antimalaricas. Foram realizados
diversos estudos quimicos com a preparacao de extratos, fragdes, isolamento e
elucidagao estrutural de substancias que também serviram de matéria-prima
para preparagcao de derivados semi-sintéticos. Na tabela 2 a seguir, séo
incluidos os principais resultados alcangados nos ultimos anos com estudos
sobre a quimica de plantas antimalaricas da regido Amazdnica por este grupo

de pesquisas.

No periodo em que muitos destes estudos quimicos foram realizados, o
teste antimalarico in vitro ndo estava disponivel para auxiliar no isolamento de
substancias ativas, sendo a maioria dos estudos guiados por dados da
literatura e resultados de técnicas cromatograficas. A partir deste banco de

amostras do LAPAAM foi desenvolvida a primeira parte desta tese.
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Tabela 2. Principais plantas amazénicas investigadas para atividade

antimalarica pelo grupo de pesquisas em Manaus e resultados relevantes.

Principios
Especie Familia Resultado Fonte
Quimicos
(ANDRADE-

, e NETO et al. 2007;
Aspidosperma Elipticina, Atividade HENRIQUE et al.
vargasii, Apocinaceae aspidocarpina; antimalarica 2010; POHLIT et
A.desmanthum importante al. 2012; ROCHA-

E-SILVA et al.
2012)
Cassia . . At|\{|dad'e_ PINTO et al.,, em
Fabaceae Crisofanol, picetanol antimalarica ~
spruceana moderada preparagao
Carapa . Limonodides At|\{|dad'e_ Barbosa et al.,
. . Meliaceae . antimalarica .
guianensis geduninicos moderada submetido
Picrolemma :\;igfjggeieno;%a, Atividade (ANDRADE-
sprucei Simaroubaceae derivados serr’1i- antimalarica NETO et al. 2007;
P eriva importante; ~ SILVA et al. 2009)
sinteticos
(ANDRADE-
4-nerolidilcatecol,  Atividade ~ NETO et al. 2007,
. . . : . g PINTO et al. 2010;
Piper peltatum Piperaceae derivados semi- antimalarica PINTO et al. 2009-
sinteticos importante; ROCHA-E-SILVA
et al. 2011)
Tachia . Decussatina, At|\{|dad'e_ (POHLIT et al.
. Gentianaceae : antimalarica
grandiflora amplexina moderada 2012)
_Tabebu:a Bignoniaceae Furanonaftoquinonas, Atl\(|dad'e_ MORAIS et~ al.,
incana antimalarica em preparacéao

Plantas da familia Simaroubaceae sdo amplamente usadas na medicina
tradicional para o tratamento de malaria, cancer, disenteria e outras doencas
em paises ao redor do mundo. Um dos principais grupos quimicos nestas
especies responsaveis pela atividade biolégica dos extratos sao os

quassindides. Brucetina, simalikalactona D, quassina, brusatol e

glaucarubinona s&o alguns dos quassindides bem estudados e que exibem
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uma ampla atividade biologia, incluindo antimalarica (GUO et al. 2005). As
substancias neosergeolida e isobruceina-B isoladas de Picrolemma sprucei e
alguns de seus derivados semi-sintéticos ja possuem sua atividade
antimalarica in vitro, e atividade larvicida para A. aegypti, muito bem
caracterizadas. Extratos do fruto e chas das folhas da planta nunca foram
estudados para atividade antimalarica (ANDRADE-NETO et al. 2007; SILVA et
al. 2009).

As espécies da familia Piperaceae ocorrem com frequéncia na flora
amazoénica e sao conhecidas na medicina popular por possuirem propriedades
antiinflamatoérias e antimalaricas. Extratos de Piper peltatum e Piper
umbelatum, conhecidas popularmente como “caapeba” ou “caapeba do norte”,
ja foram testados in vitro e in vivo frente a espécies de Plasmodium,
demonstrando atividade antimalarica (DE FERREIRA-DA-CRUZ et al. 2000). O
composto majoritario na planta € o 4-nerolidilcatecol, um terpeno/fenil
propandide, a quem € atribuida a atividade antimalarica da planta (ANDRADE-

NETO et al. 2007). Este composto sera discutido com mais detalhes a seguir.

Plantas do género Geissospermum sao popularmente conhecidas como
pau-pereira, quinarana, quina-quina, acari, acariquara, acariquara branca, entre
outros. A acariquara branca € muito usada em madeireiras para construgao
civil, mas além desses usos, sua casca também possui propriedades
medicinais. As cascas destas plantas sdo frequentemente utilizadas no preparo
de medicamentos tradicionais empregados na medicina popular no tratamento
de problemas hepaticos, febre, desordens estomacais, constipacao,
estimulante sexual e malaria (LORENZI 2002).

Cassia spruceana € uma arvore das florestas da regido Amazonica cuja
raiz é utilizada na medicina tradicional na forma de infusbes para o tratamento
da malaria entre outros usos. A quimica do género Cassia € altamente diversa
e em geral consiste em compostos fendlicos que possuem uma variedade de
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, entre eles a antimalarica (MILLIKEN,
1997).

Tachia grandiflora (Gentianaceae), popularmente conhecida como

caferana é uma planta de porte arbéreo de ampla ocorréncia na América do
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Sul. Estudos etnobotanicos e etnofarmacolégiocos tem descrito o uso
tradicional de Tachia ssp. Contra febre e malaria (MILLKEN 1997). Em
trabalhos anteriores, extratos de T. grandiflora apresentaram pouca atividade
antimalarica in vitro e boa atividade antimalarica in vivo em camundongos
infectados com P. berghei (BRANDAO et al. 1997).

O género Aspidosperma Mart. pertence a familia Apocynaceae e é
distribuido em regides neotropicais. Espécies desse género sao conhecidas
popularmente como peroba na maioria das regides brasileiras e carapanauba
na regiao amazoénica. A caracteristica marcante desse género € a presenca de
alcaloides inddlicos, principalmente os monoterpénicos, que conferem um am-
plo espectro de atividades biologicas, reconhecidas as espécies desse género,
tais como antitumoral, antiplasmodica, e antibacteriana consistentes, em muitos
casos, com suas utilizacbes populares (ANDRADE-NETO et al. 2007;
HENRIQUE et al. 2010; SILVA et al. 2011).

Na Amazénia muitas espécies de Aspidosperma sao utilizadas pelas
populagdes indigena e cabocla por suas propriedades medicinais. A infusdo da
casca de algumas espécies, como A. nitidum e A. album, A. discolor, A.
excelsum e A. polineuron, € utilizada no tratamento de malaria. Das cascas de
A. desmanthum e A. vargasii foram isolados respectivamente os alcaloides
aspidocarpina e elipticina, substancias com grande potencial antimalarico
(ANDRADE-NETO et al. 2007; HENRIQUE et al. 2010; PASSEMAR et al. 2011;
POHLIT et al. 2012; SILVA et al. 2011). Outros alcaléides indélico como uleina
e olivacina com comprovada atividade antimalarica tem sido isolados de outras
especies de Aspidospermas como A. olivaceum e A. ulei. Posteriormente os
alcaldides inddlicos isolados de espécies de Aspidosperma serao discutidos

com mais detalhes.

Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae), popularmente conhecida como
andiroba é uma arvore encontrado no oeste da india, Africa do Sul, e América
do Sul onde é facilmente cultivada. O 6leo de andiroba ou 6leo de carapa como
também é conhecido, € obtido a partir das sementes e tem varias utilizagdes na
medicina tradicional, incluindo o tratamento de malaria. A atividade antimalarica

€ atribuida aos limondides presentes no 6leo. O 6leo de andiroba e uma fragao
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rica em limondide obtida do 6leo exibiram Clso frente o P. falciparum in vitro de
9.4 e 2.4 yg/mL (MIRANDA et al. 2012). Tanaka et al. (2012) isolaram 16
limonodides das flores de C. guianensis, 9 dos quais foram testados in vitro
frente a cepa FCR-3 de P. falciparum (Clso 2.5-2.8 uM).

1.1.7.1 4-nerolidilcatecol e seus derivados

4-nerolidilcatecol (1) € um terpeno/fenil propandide natural abundante
nas raizes de P. peltatum e P. umbellatum. Essa substancia apresenta
importante atividade antimalarica, anti-inflamatéria e antioxidante, além de ser
util para a industria de cosméticos (PINTO et al. 2010). 1 foi isolado e teve
varias de suas atividades bioldgicas estudadas durante o mestrado da Dra. Ana
Cristina Pinto (PPGQ/UFAM). A estrutura quimica de 1 esta representada na
figura 4.

O 4-nerolidilcatecol ja foi estudado in vitro frente as cepas cloroquina-
resistente K1 e cloroquina-sensivel 3D7 de P. falciparum, além de isolados de
campo da regiao amazoénica. Frente a todas as linhagens estudadas 1 revelou
uma otima atividade com valores de Clsp na faixa entre 0,6 e 2,1 pg/mL
(ANDRADE-NETO et al. 2007; ROCHA-E-SILVA et al. 2011). Embora 1 tenha
boa atividade antimalarica in vitro, € quimicamente instavel e facilmente

degradado.

Com o intuito de se melhorar a atividade antimalarica da substancia e
suas propriedades farmacolégicas, a Dra. Ana Cristina Pinto preparou
derivados de 1 como parte da sua tese de doutorado (PINTO
2008/PPGBIOTEC). Quatro de oito derivados semi-sintéticos de 1
apresentaram consideravel acido antiplasmodial. Estas substancias foram
patenteadas pelo LAPAAM (WO/2009/082795). As estruturas dos derivados de

1 preparados no estudo estéo representadas na figura 4.



34

OAc

2 OAc

1R =R2=H 8
2 R1 = R2 = benzil

3 Ry =benzil;R,=H

4 R4 = H; R, = benzil

5 R1 = Ry = benzoil

6 R1 = H; R, = metil

7 R1=metil; R, =H

Figura 4. Estruturas do 4-nerolidilcatecol (1) e seus derivados semi-
sintéticos 2-8 Fonte: PINTO et al. (2009)

1.1.7.2 Elipticina e alcaldides indélicos analogos

Entre os produtos naturais, os alcaloides inddlicos representam uma
interessante e importante classe de compostos. Screening in vitro, tem
revelado que varias substancias desta classe apresentam atividade
antimalarica com Clsgs na faixa submicromolar, e com 6timos indices de
seletividade (FREDERICH et al. 2008; KAUR et al. 2009; PASSEMAR et al.
2011; WRIGHT 2005), porém a atividade in vivo tem sido confirmada para um
namero pequeno de compostos, da mesma forma que a elucidagao dos seus

mecanismos de acao precisa ser melhor estudada.

Nos ultimos anos, o alcaloide inddlico elipticina (9, figura 5) tem sido alvo
de um grande numero de estudos farmacoldgicos. A descoberta da atividade
antiplasmodial deste composto foi realizada pelo LAPAAM, que o isolou do
extrato etandlico alcalino das cascas de carapanauba (A. vargasii). A
substancia exibiu uma significativa atividade antimalarica in vitro frente a cepa
multi-resistente K1 de P. falciparum, com uma Clso de 73 nM(ANDRADE-NETO



35

et al. 2007; HENRIQUE et al. 2010; POHLIT et al. 2012). Recentemente, outro
estudo independente confirmou a atividade antimalarica in vitro de elipticina
(PASSEMAR et al. 2011).

Outro alcaloide inddlico amplamente estudado é a criptolepina (11a,
figura 5), isolado da raiz Cryptolepis sanguinolenta (Apocynaceae), um arbusto
originario do Oeste Africano. Criptolepina apresentou atividade in vitro (Clso =
0,44 uM) frente a cepa K1 de P. falciparum (WRIGHT et al., 2001 ), porém em
estudos in vivo a atividade antimalarica ndo foi confirmada em doses mais
baixas e em doses mais altas foi toxico para os camundongos (CIMANGA et al.
1997; WRIGHT et al. 2001). Derivados de criptolepina apresentaram maior
atividade antimalarica e menos toxicidade. Um dos derivados mais promissores
€ 2,7-dibromocriptolepina que apresentou potente atividade in vitro (Clsop = 50
nM) e uma importante supressao in vivo do P. berghei (89-91% na dose de 20-

25 mg/kg /dia), porém possui efeitos mutagénicos/genotoxicos (GOPALAN et

a
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Figura 5: Estutura dos alcaloides inddlicos elipticina (9), olivacina (10),
triflato de criptolepina (11a), derivado de criptolepina 11b. (ROCHA-E-
SILVA et al. 2012)

Recentemente Lavrado et al. (2011) sintetizaram varios analogos
sintéticos de criptolepina com cadeias laterais aminoalquilas em C-11. Estas

moléculas foram testadas in vitro para atividade citotoxica e antiplasmddica, e
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uma das moléculas mais promissoras foi o hidrodicloridrato de 11-(4-
piperidinamino)-criptolepina (11b, figura 5), que exibiu uma potente atividade
inibitéria (Clsp = 44 nM) frente a cepa W2 de P. falciparum e foi o menos

citotdxico de todos os compostos testados.

Olivacina (10, Figura 5) € um alcaloide raro isolado de Aspidosperma
olivaceum. A atividade antitumoral de olivacina tem sido objeto de estudos por
décadas, porém sua atividade antimalarica nunca foi evidenciada
(BESSELIEVRE e HUSSON 1981; GUILLONNEAU et al. 2005).

Estudos mecanisticos demonstraram que criptolepina e elipticina podem
ter importantes efeitos inibitérios sobre a formacdo de hemozoina em P.
falciparum. Ensaios quimicos comprovaram que elipticina pode inibir o
crescimento de cristais de heme (ou seja, a formagdo de hemozoina) em
laboratério (CHONG e SULLIVAN 2003). Estudos revelam que a estrutura
basica da criptolepina e analogos interage diretamente com as moléculas de
heme inibindo o processo de formacdo de hemozoina (KUMAR et al. 2007;
LAVRADO et al. 2011). O efeito anti-formacado de hemozoina é sugerido como

um possivel mecanismo de acao desta classe de substancias.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado mediante parceria interdisciplinar e
interinstitucional entre a Geréncia de Malaria da Fundacdo de Medicina
Tropical Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e o Laboratério de Principios Ativos
da Amazébnia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), bem
como os cursos de Pods-Graduagdo em Biotecnologia e Quimica da

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Conforme descrito ao longo da metodologia, algumas etapas do projeto
foram realizadas nas seguintes instituicdes colaboradoras: Laboratério de
Biologia da Malaria e Toxoplasmose (LABMAT), do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN); Instituto de Pesquisas
em Patologias Tropicais de Rondénia (IPEPATRO-FIOCRUZ) em Porto Velho,
Rondonia; Laboratério de Malaria do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP) e
Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou
(CPgRR/FIOCRUZ) em Belo Horizonte, Minas Gerais.

1.2.1 Material vegetal e substancias quimicas

O estudo fitoquimico (extracao, fracionamento e purificagdo de metabolitos
secundarios), além da semi-sintese de substancias, foi realizado pela equipe
de pesquisadores-bolsistas e alunos de pos-graduacgao
orientados/supervisionados pelo Dr. Adrian M. Pohlit no LAPAAM/INPA.

Todas as espécies vegetais aqui utilizadas possuem indicagao popular
para o tratamento da malaria de acordo com fontes da literatura cientifica.
Foram selecionadas plantas cujo estudo fitoquimico ja estava concluido ou em
andamento no LAPAAM. O método detalhado de obtecdo dos extratos,
identificacdo botanica bem como isolamento e purificacdo das substancias
estdo descritos nas teses aqui referenciadas. Segue abaixo uma descricdo das

amostras utilizadas no estudo conforme a origem.:
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1.2.1.1 Obtencao dos extratos e fragoes de Minquartia e Geissospermum

Os extratos e fragdes de Geissospermum argenteum (Apocynaceae) e
Minquartia guianensis (Olacaceae) foram preparados por Marlene Rodrigues,
durante o mestrado junto ao Programa de Recursos Naturais (PRONAT) da
Universidade Federal de Roraima (UFRR) em Boa Vista, Roraima (CAMARGO

2011). Os extratos foram testados in vitro frente a cepa K1 de P. falciparum.

1.2.1.2 Obtencao dos extratos e fragoes de Tachia grandiflora

Os extratos e fragdes de Tachia grandiflora (Gentianaceae) foram
preparados por Elba Vieira Mustafa dos Santos durante o mestrado junto ao
Programa de Pds-graduagédo em Quimica (PPGQ) da UFAM (POHLIT et al.

2012). Os extratos foram testados in vitro frente a cepa K1 de P. falciparum.

1.2.1.3 Obtencgao dos extratos de Cassia spruceana

Os extratos metandlicos e etandlicos de C. spruceana foram produzidos
pela Dra. Patricia de Souza Pinto durante sua dissertacdo de mestrado junto ao
PPGQ/UFAM (2006). Os extratos foram testados in vitro frente a cepa K1 de P.

falciparum.

1.2.1.4 Obtencao dos extratos e fragdoes de Picrolemma sprucei, e da
neosergeolida

O estudo fitoquimico de Picrolemma sprucei Hook. f. (Simaroubaceae) foi
realizado pelo Dr. Rodrigo Cesar das Neves Amorim durante sua tese de
doutorado no PPGBIOTEC/UFAM (2009). O método de preparagdo dos

extratos foi publicado em Amorim et al. (2014) aceito para publicagao na revista
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Fitos. Extratos do fruto e infusbes das folhas, raizes e caule de P. sprucei

foram testados in vitro frente a cepa K1 de P. falciparum.

A substancia neosergeolida utilizada nos testes in vitro com P. vivax foi
isolada da raiz P. sprucei pelo Dr. Rodrigo Amorim e pela Dra. Ellen Cristina
Silva drante sua dissertagdo de mestrado no PPGQ/UFAM (2006). O método

de isolamento esta descrito em Silva et al. (2009).

1.2.1.5 Obtencao dos extratos e fragoes de Aspidosperma spp.

Foram avaliados para atividade antimalarica in vitro extratos e fragdes de
8 espécies de Aspidosperma de ocorréncia na Amazbnia: A. araracanga,
A. desmanthum, A. vargasii, A. marcgravianum, A. sandwithianum, A. nitidum,
A. spruceanum e A. schultesii. Estes extratos e fracbes foram preparados
durante o trabalho de mestrado da Dra. Marycleuma Campos Henrique no
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica da UFAM, onde os métodos de
extracdo e fracionamento estdo descritos detalhadamente (HENRIQUE et al.
2010). Um total de 36 amostras entre extratos e fragbes das 8 espécies de

Aspidosperma foram testados neste estudo.

1.2.1.6 Obtencao dos o6leos essenciais de espécies vegetais do nordeste
brasileiro e seus compostos majoritarios

Vanillosmopsis arborea (Asteraceae), Lippia sidoides (Verbanaceae) e
Croton zehntneri (Euphorbiaceae) sado plantas aromaticas nordestinas da
regido de caatinga utilizadas popularmente para o tratamento da malaria. O
estudo fitoquimico destas espécies foi realizado por Magali Mota, durante o
mestrado em Biologia Parasitaria junto a Universidade Federal de Rio Grande
do Norte (UFRN). Estragol, timol e a-bisabolol sdo respectivamente os
compostos maijoritarios nos 6leos esséncias de C. zehntneri, L. sidoides e V.

arbdrea, e foram obtidos conforme descrito em Mota et al. (2012).
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1.2.1.7 Obtencao dos alcaldides inddlicos

A elipticina (9) utilizada neste trabalho foi isolada de A. vargasii conforme
descrito em Andrade-Neto et al. (2007) e Henrique et al. (2010) ou comprada
da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Triflato de criptolepina (11a) e seu
analogo hidrodicloridrato de 11-(4-piperidinamino) criptolepina (11b) foram
obtidos por sintese como descrito em Lavrado et al. (2008) e cedidos pelo Dr.
Rui Moreira da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, Portugal.
Olivacina (9) foi isolada das cascas de Aspidosperma olivaceum por extragao
acido-base. A planta foi coletada no Estado de Minas Gerais. Essa amostra foi
cedido pelo Prof. Angelo da Cunha Pinto do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Rio de Janeiro (UFRJ). Outras informacdes sobre
essas substancias encontram-se em Rocha e Silva et al. (2012).

Os alcaldides inddlicos 20-epi-dasicarpidona (16), Ac. 12-hidroxi-N-
acetil-21(N)-deidroplumerano-18-éico (17), 19E-hunteracina (18), 20(E)-16,17-
nor-subincanadina E (19) e 3,4,5,6-tetradesidro-B-ioimbina (20), foram isolados
de extratos etandlicos de diferentes partes de Aspidosperma ulei Markgr pela
Dra. Zelina Estevam dos Santos Torres como parte de sua tese de doutorado
no Programa de Pds-graduagdao em Quimica na Universidade Federal do
Ceara (TORRES, 2013). Detalhes sobre o método de isolamento e

caracterizagao destas substancias estao descritos em Torres et al. (2013).

1.2.1.8 Obtencgéao dos limondides de Carapa guianenses

Os limondides 6a-acetoxiazadiradiona (21), andirobina (22),
6a-acetoxigedunina (23) e 7-deacetil-7-oxogedunina (24) foram isolados do
residuo das sementes de C. guianenses, € o limondide e 6a-hidroxideacetil-
gedunina (25) foi obtido por semi-sintese a partir de 23. O isolamento e semi-
sintese dos limondides foi realizada por Tiago Barbosa Pereira durante sua
dissertacdo de mestrado no PPGQ/UFAM (2013) onde estao descritos os

métodos.
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1.2.1.9 Isolamento de 4-nerolidilcatecol (1) e obtencao dos derivados

A obtencgao de 1 e a producgao e de seus derivados foi realizada por mim
em colaboragcdo com a Dra. Ana Cristina da Silva Pinto, pesquisadora-bolsista
do INPA, e o material vegetal foi fornecido pelo Dr. Francisco Célio Maia
Chaves da EMBRAPA. O 4-nerolidilcatecol foi obtido do extrato CHCls: EtOH
(1:1) das raizes secas e pulverizadas de P. peltatum, sendo posteriormente
isolado em coluna cromatografica utilizando CHCIs: EtOH (9:1) como eluente,
conforme descrito em Rocha-e-Silva et al. (2011). A partir do 1 purificado foram
produzidos os trés derivados semi-sintéticos utilizados no estudo conforme
descrito em Pinto et al. (2009), onde também estdo os dados de NMR, HRMS.

O derivado O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol (12) foi preparado por
diacetilacdo de 1 pela adicao de anidrido acético (Ac;0O) e piridina (CsHsN),
deixando-se sob agitacido e nitrogénio por 17 h. O tratamento pds-reacional foi
feito pela adicdo de 3 mL de agua destilada ao meio reacional seguida de
extragdo com cloroférmio (CHCI3), lavagem com solugao de HCI 0,1 N, solugéo
saturada de bicarbonato de sodio (Na;HCO;3), agua destilada e solugéo
saturada de NaCl. A fase organica foi seca com sulfato de sédio (Na;SO,)
anidro e concentrado em rotaevaporador, obtendo-se o derivado na forma
bruta. Este foi purificado por CC flash com mistura de Hex: AcOEt (8:2) e
MeOH, obtendo-se o derivado diacetilado 12, com rendimento de 90,2%,

identificado por RMN de 'H, "*C, IV. A reagdo esta resumida na Figura 6

abaixo.
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Figura 6: Esquema da reacao de sintese do derivado O,O-diacetil-4-

nerolidilcatecol (12) a partir de 4-nerolidilcatecol (1).
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O derivado 2-O-benzil 4-nerolidilcatecol (4) foi obtido por O-benzilagao e
o derivado 1,2-O,0-dibenzoil 4-nerolidicatecol (5) foi obtido por reagdes de

O-benzolilacdo durante a tese da Dra. Ana Cristina da Silva Pinto (2009).

1.2.1.10 Endoperoxidos sintéticos

Foram avaliados compostos sintéticos produzidos por Lucas Lopardi
Franco durante seu mestrado no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais. Estes compostos tiveram sua estrutura
quimica preconizada baseada na estrutura do composto natural curcumina com
importante atividade antimalarica, os compostos também possuem grupos
endoperoxidos que é o grupo responsavel pela atividade antimalarica da
artemisinina. Derivados dihidroperéxidos e tetraoxanos, obtidos a partir de
substituintes simétricos de dimetilaril-acetonas, foram sintetizados por varios
métodos como descrito em Franco et al.,, (2012). Foram avaliados para

atividade antimalarica in vitro nove destes compostos.

1.2.2 Cultivo in vitro do Plasmodium falciparum

O cultivo in vitro do P. falciparum e a maioria dos testes de atividade
antimalarica in vitro foram realizados no Laboratério de Cultivo da Geréncia de
Malaria da FMT-HVD. Algumas amostras foram testadas no Laboratério de
Malaria do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP) em colaboragdo com o Dr. Alejandro
Katzin, no Laboratério de Quimioterapia da Malaria do Instituto de Pesquisas
em Patologias Tropicais de Rondénia (IPEPATRO-FIOCRUZ) em colaboracéao
com a Dra. Eliete Afonso Mesquita, e no Laboratério de Malaria do Centro de
Pesquisas René Rachou da FIOCRUZ de Minas Gerais (CPqQRR-FIOCRUZ)

em colaboragdo com a Dra. Antoniana Ursine Krettli.

As cepas de P. falciparum utilizadas no estudo foram a K1 (MRA-159,
MR4, ATCC, Manassas Virginia), a W2 (MRA-157, MR4, ATCC, Manassas
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Virginia) e o clone 3D7 do isolado NF54 (MRA-102, MR4, ATCC, Manassas
Virginia), obtidas apds cadastramento da geréncia de malaria no Malaria

Research and Reference Reagent Resource Center (MR4), Estados Unidos.

O método de cultivo in vitro do P.falciparum foi uma modificagcdo da
técnica de Trager e Jensen (1976) adaptada pelo laboratério de malaria da
FMT-HV e baseia-se no desenvolvimento laboratorial dos estagios eritrocitarios
desta espécie parasitaria. Apdés a realizacdo do descongelamento das
amostras, os parasitos sdo mantidos a 37°C em frascos de poliestireno de
25 mL hermeticamente fechadas, as quais é adicionada uma mistura de gases
para manter uma micro-atmosfera de baixa tensao de oxigénio (5% de O;, 5%
de CO; e nitrogénio balanceado). Em cada frasco de cultivo é adicionada
suspensao de eritrécitos suficiente para a obtencdo de 500 puL de sangue
parasitado e 4,5 mL de solugdo composta por meio RPMI 1640 suplementado
com 32 mM NaHCO;, 25 mM HEPES (CgH1sN204S), 12 mM TES (acido
sulfénico-N-tris [hidroximetil]-metil-2-aminoetano), 37 mM hipoxantina, 2 mM

glutamina, 10 mM glicose e 10% de plasma humano tipo A+.

O meio de cultura foi trocado diariamente. Todo o procedimento de
descongelamento e manutencdo das culturas foi realizado em ambiente de
total assepsia (camara de fluxo laminar). O acompanhamento do crescimento
parasitario foi realizado a cada 24 h, durante o procedimento de troca do meio
de cultura e adigdo da mistura de gases. A contagem de parasitos viaveis foi
feita pela observacdo de estendidos hematologicos corados pelo método
pandtico® (Laborclin, Brasil). A parasitemia foi calculada na forma de percentual
de formas eritrociticas viaveis observadas durante a contagem de 2000
hemacias. Culturas sincrbnicas, na fase de anel, foram obtidas por dois
tratamentos consecutivos, em intervalos de 48 h com uma solugéo 5% de D-
sorbitol (Sigma-Aldrich, Alemanha) (p/v) como descrito por Lambros et al
(1979).
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1.2.3 Microteste de susceptibilidade in vitro

Para avaliacdo da atividade antimalarica in vitro dos extratos, fracoes e
substancias puras, foi realizado um screening onde as amostras foram testadas
em duas concentragdes, 50 e 5 uyg/mL. Para as amostras que se mostraram
ativas no primeiro teste com uma inibicdo de acima de 80% na maior
concnetragao, foi determinada a concentragéo que inibe 50% do crescimento
(Clso) utilizando sete concentragbes determinadas a partir do resultado dos
screening inicial. Dois métodos foram adotados ao longo do estudo. O método

por analise microscopica e o método de incorporagdo da [*H]-hipoxantina.

1.2.3.1 Método por analise microscopica

O microteste foi realizado segundo metodologia descrita por Rieckmann
et al. (1978), com modificagdes descritas por Andrade-Neto et al. (2007).
Solugcbes estoques das amostras foram inicialmente preparadas em
dimetilsufoxido (DMSO) na concentracdo de 5 mg/mL, e posteriormente
diluidas em meio de cultura (RPMI-1640) de modo a obter sete concentragdes
finais especificadas para cada amostra. As drogas padrao cloroquina e quinina
foram testadas em sete concentracdes variando de 2,0 a 3,4 x 10° ug/mL.
Cada diluicdo foi testada em duplicata em placa de 96-pogos contendo
suspensao de hemacias parasitadas com hematdcrito de 2% e parasitemia
inicial de 1% sincronizada no estagio anel. O volume final de cada pogo foi de
200 pL. Pogos contendo somente hemacias parasitadas em meio de cultura
representaram o controle de crescimento. A placa foi incubada por 48 h a 37°C
e baixa tensdo de O, nas mesmas condi¢cbes da cultura. Apds a incubacéao
foram confeccionados esfregagos sanguineos com o conteudo de cada pocgo e
corados pelo Panoético® sendo posteriormente examinados no microscopio
optico, onde se contou a quantidade de parasitos presentes num total de 2.000
hemacias. A parasitemia foi expressa em porcentagem. A concentragao
inibitoria 50% (Clso) foi calculada com o auxilio do software Microcal Origin 8.1
(OriginLab).
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1.2.3.2 Teste pelo método da incorporagio da [*H]-hipoxantina

O teste de incorporagdo de [°H]-hipoxantina (RIECKMANN et al. 1978)
foi realizado conforme modificagdes descritas em Andrade-Neto et al., (2004).
Os extratos e fracbes das oito espécies de Aspidosperma foram as unicas
amostras testadas por este método, como parte de um treinamento realizado
no IPEPATRO-FIOCRUZ em Rondonia e no CPqRR-FIOCRUZ Minas Gerais.

Culturas da cepa W2 de P. falciparum foram mantidas em meio de
cultura sem hipoxantina por quatro dias, com hematdcrito e parasitemia
ajustado para 1%. Em microplaca de 96 pocgos, 180 pL da suspensao de
hemacias parasitadas foram incubados com 20 pL de solugdo das drogas em
sete concentragdes. Pogos controles presentes na placa sO6 receberam
suspensao de hemacias parasitadas. Apos 24 h de incubacgao foi adicionado a
cada poco da placa 20uL de [*H]-hipoxantina (0,5 uCi), e a placa foi incubada
por mais 24 h, totalizando 48 h de incubacdo. Posteriormente a placa foi
congelada por 24 h e descongelada para a lise das hemacias. O lisado foi
fitrado em papel de filtro para impregnacdo do DNA, com o auxilio do
equipamento cell-harvesting (Tomtec 96-Harvester). O papel de filtro foi posto
em um envelope de plastico e imerso em liquido de cintilagdo sendo
posteriormente selado. A emissdo da radiacdo foi contada usando um beta
counter (PerkinElmer). As médias dos resultados das leituras foram plotadas no

software Microcal Origin® e as Clsos foram determinadas.

1.2.4 Teste in vitro com isolados de campo de Plasmodium vivax

Os testes in vitro com cultura limitada de isolados de campo de P. vivax
foram realizados no Laboratério de Cultura FMT-HVD em colaboragédo com a
Dra. Yonne Francis Chehuan. Para estes ensaios foram selecionadas trés
substancias ativas in vitro frente o P. falciparum e representativas de diferentes

classes de produtos naturais: neosergeolida (quassinodide), elipticina (alcaldide)
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e O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol (fenil/propandide). O método utilizado foi o
descrito por Druilhe et al., (2007) com modificagdes descritas em Chehuan et
al., (2013).

1.2.4.1 Aspectos éticos

O estudo foi conduzido com pacientes voluntarios que, apds entrevista
individual, entenderam os objetivos do estudo e aceitaram participar através do
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) dentro dos preceitos da
ética em pesquisa com humanos, sem prejuizo para o seu atendimento ou seu
tratamento. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira

Dourado protocolo numero 339.265 (Anexo 2).

1.2.4.2 Amostras de Plasmodium vivax

Neste estudo foram utilizadas 18 amostras de sangue de pacientes
monoinfectados com P. vivax, oriundos da rotina de diagndstico de malaria na
FMT-HDV, com parasitemia minima de 1000 parasitos assexuados/uL de
sangue, idade igual ou maior que 18 anos, de ambos os sexos, sem quadro
clinico de malaria grave, e sem uso de antimalaricos nos ultimos 30 dias. De
cada paciente foram coletados 5 mL de sangue venoso em tubos vacuntainer®
com anticoagulante EDTA através de puncao da veia do antebraco. O sangue
colhido passou por um processo de centrifugacdo (2000 rpm a 10 min,
temperatura ambiente). O plasma foi retirado e as hemacias lavadas com uma
solucédo de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Alemanha).

1.2.4.3 Microteste in vitro com Plasmodium vivax

Solugbes estoques das substancias naturais foram preparadas na

concentragdo de 5 mg/mL e posteriormente diluidas em sete concentragoes,
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sendo elipticina e O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol em concentragdes variando de
100-0,006 pg/mL e neosergeolida de 10-0,0006 pg/mL. As drogas padrao
mefloquina e dihidroartemisinina foram testadas nas concentragées variando
de 100-0,14 ng/mL e cloroquina de 1000-1,4 ng/mL. Cada concentragao de
amostra foi testada em duplicata. Pogos controle na placa ndo receberam

droga.

Preparou-se uma suspensao de hemacias parasitadas com hematdcrito
de 2% em meio completo especifico para P. vivax, constituido de uma mistura
1:3 (v/v) de meio Waymouth (Sigma-Aldrich) e meio RPMI 1640 contendo
HEPES (25 mM), NaHCO3 (25 mM), hipoxantina (10 ug/L) suplementado com
plasma humano do tipo AB+. Foram aplicados 180 uL desta suspensédo nos
pocos da placa que ja continham 20 pL de solugao diluida de droga. A placa foi
incubada com mistura carbogénica (5 % CO2 5 % Oz € 90 % N3) por 48 h a
37°C. Foram confeccionados esfregagos sanguineos dos pogos controle apos
24 e 48 h de incubacdo para o acompanhamento da maturagdo dos
esquizontes. Apds a incubacdo a placa foi congelada a -20°C até a realizacao
do ELISA-Sanduiche.

1.24.4 Técnica do DELI-Test (double-site enzyme Ilinked LDH

imunodetection)

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas de um dia para o outro
(overnight) a 4°C com os anticorpos de captura (Mab 11D 5ug/mL), especificos
para pLDH de P. vivax (Vista diagnostcs, EUA), diluidos em tamp&o salina-
fosfato (phosphate-buffered saline-PBS, Sigma-Aldrich) com 0,5% de albumina
bovina (bovine serum albumin-BSA, Sigma-Aldrich), sendo posteriormente
lavadas com PBS-BSA 0,5% e bloqueadas com PBS-BSA 1%. Apds o periodo
de incubacao de 48 h a 37°C as hemacias foram lisadas por trés ciclos de
congelamento e descongelamento para e liberagdo da pLDH. 100 uL do lisado
de cada poco foi transferido para a placa sensibilizada anteriormente com o
anticorpo monoclonal MAb 11D, que reage com a pLDH de P. vivax e

incubados durante 1 h em camara umida a temperatura ambiente. Apds cinco
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lavagens com PBS-BSA 0,5% foi adicionado o segundo anticorpo monoclonal
biotinilado MAb 19G7 nas placas e incubou-se por 1 h em camara umida a
temperatura ambiente. Apds cinco lavagens com PBS BSA- 0,5%, as placas
foram incubadas com estreptavidina-peroxidase (Roche diagnostics) durante
30 min a temperatura ambiente. Depois de nove lavagens com PBS-BSA 0,5%,
o substrato TMB (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina, Invitrogen) foi adicionado. Apds
10 min ao abrigo da luz e temperatura ambiente a reacao foi interrompida pela
adicao de 100 pL de acido fosforico (HsPO4) 1 M. As placas foram lidas em um
espectrofotdbmetro para microplacas (Expert Plus, Asys) em comprimento de

onda de 450 nm sendo aferida a densidade 6ptica (DO).

Os valores de densidade otica produzidos por cada pocgo da placa de
ELISA correspondem a concentragdo da proteina pLDH encontrada nas
amostras de cultura apdés 48 h de incubacido, e representam indicadores
consistentes de crescimento de parasito. A inibicdo do crescimento dos
parasitos foi determinada pela comparagdo da média das duplicatas de cada

concentracdo, com a média dos controles sem droga, e a CI50 foi calculada

mediante regressao linear utilizando o software Microcal Origin®.

1.2.5 Tratamento estatistico

O teste do qui-quadrado ou o teste de Fischer foi utilizado para
determinar a existéncia de diferengas entre as proporg¢des. Ja o coeficiente de
correlagao entre variaveis quantitativas foi determinado pelo teste paramétrico
de Pearson ou pelo teste nao-paramétrico de Spearman. Finalmente, para
analise de concordancia entre os métodos foi utilizado o coeficiente kappa.

Nivel de significancia p < 0,05.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados se referem ao estudo in vitro de
extratos, fracbes e substancias isoladas de plantas amazénicas e dos seus
derivados semi-sintéticos. Foram incluidos também resultados obtidos com
Oleos essenciais de trés plantas nordestinas e seus compostos maijoritarios, e
substancias sintéticas estruturalmente baseadas nos produtos naturais como
analogos de criptolepina e alguns endoperoxidos inspirados na estrutura da
curcumina. Sempre foi objetivo identificar os melhores compostos candidatos a

novas drogas antimalaricas a serem testados na etapa seguinte in vivo.

O estudo de atividade antimalarica in vitro é considerado o ponto de
partida para a triagem e descoberta de novas drogas e € o método pelo qual
todos os atimalaricos atuais foram descobertos. Da mesma forma em estudos
de bioprospeccao onde a atividade bioldgica é utilizada como base para se
isolar o principio ativo de uma planta, testes antimalaricos in vitro sédo a
principal ferramenta. Diversas técnicas tem sido desenvolvidas nos ultimos
anos visando melhorar e acelerar este processo, porém a microscopia e o
método de radiois6topos continuam sendo considerados o padrdo ouro
(AGUIAR et al. 2012).

Na maioria dos testes realizados aqui a quantificacdo dos parasitos se
deu através da contagem e avaliagdo morfolégica dos parasitos por
microscopia optica, o que limitou o numero de amostras a serem testadas,
porém foi a unica técnica disponivel em Manaus até a finalizacdo deste
trabalho. 36 amostras (extratos e fracdes de 8 espécies de Aspidosperma)
foram testados pelo método radioisotépico de incorporacédo de [*H]-hipoxantina,
como parte de um treinamento realizado no IPEPATRO/RR e no CPqRR/MG
visando uma futura implementacao deste método no INPA em Manaus, o que
nao foi possivel acontecer no periodo de desenvolvimento desta tese por

motivos técnicos e estruturais.

Foram selecionadas 73 extratos e fragdes de 16 espécies vegetais
(sendo 8 Aspidospermas e 3 espécies nordestinas) para esta triagem. As

amostras foram escolhidas com base na forte indicagdo popular antimalarica
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relatada na literatura e na robustez do estudo quimico realizado anteriormente.
Em alguns casos as substancias, extratos e fragdes estavam armazenados no
banco de extratos do LAPAAM e haviam sido estudadas quimicamente pelos
alunos de pos-graduacao conforme mencionado na metodologia, porém em o
teste antimalarico nao foi realizado em paralelo por falta da oferta do teste no

periodo dos estudos quimicos antes de 2007.

Serdo descritos e discutidos a seguir os resultados de testes in vitro
alcancados com extratos vegetais, substancias isoladas de plantas e seus
derivados semi-sintéticos e um grupo de substancias sintéticas
(endoperoéxidos) cuja estrutura foi idealizada com base em duas moléculas

naturais: a curcumina e a artemisinina.

1.3.1 Atividade antimalarica in vitro de extratos vegetais e fragoes

Os resultados aqui apresentados sao da atividade antimalarica in vitro
frente a cepa K1 cloroquina resistente de P. falciparum. O estudo quimico e
seus resultados constituem partes de dissertacbes de mestrado e teses de
doutorado conforme descrito no item 1.2.1 da metodologia. Alguns destes
trabalhos ja estdo publicados e outros estdo em fase de preparagdao dos
manuscritos. Todas as amostras descritas no item 1.2.1 da metodologia foram
testadas in vitro. Os critérios para classificacdo da atividade bioldgica dos
extratos e fragdes foram os convencionados na literatura (BERTANI et al. 2005;
KRETTLI et al. 2001):

Concentracao Inibitéria 50% (Clso):

- Maior que 50 pyg/mL = inativo (I)
- Entre 50 yg/mL e 10 yg/mL = parcialmente ativo (PA)
- Entre 10 yg/mL e 1,0 yg/mL = ativo (A)

- Menor que 1,0 pg/mL = muito ativo (MA)
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1.3.1.1 Extratos e fragoes vegetais de plantas amazénicas

Estudos in vitro de extratos vegetais constituem a etapa preliminar na
confirmacdo da acado antimalarica relatada pelo uso popular e o principal
critério para investimentos em estudos fitoquimicos de isolamento e
identificacédo de novos principios ativos em plantas. A tabela 3 apresenta a
concentragao inibitéria 50% (Clsp) em pg/mL dos extratos e fragbes de cinco
espécies vegetais amazobnicas ensaiados in vitro frente a cepa K1 de

P. falciparum pela analise microscopica.

Na regido Amazdnica, plantas sdo amplamente utilizadas pela medicina
tradicional para o tratamento de malaria. Em 1997 Milliken escreveu um
levantamento da literatura sobre plantas utilizadas para o tratamento de
malaria, febre e condicbes semelhantes por pessoas da regidao da Amazdnica e
do Caribe (MILLKEN 1997; POHLIT et al. 2013). Neste trabalho foram testadas
plantas que ocorrem e sao utilizadas nesta regido: Aspidosperma spp
(Apocynaceae), Cassia spruceana (Fabacea), Geissospermum argenteum
(Apocynaceae), Minquartia guianensis (Olacaceae), Picrolemma sprucei

(Simaroubaceae) e Tachia grandiflora (Gentianaceae).

C. spruceana é conhecida popularmente como mari-mari-da-terra-firme e
€ utilizada tradicionalmente para tratamento de malaria. Os extratos de
C. spruceana (1 e 2) foram considerados inativos ao apresentarem Clsg
maiores de 50,0 pg/mL (tabela 3). Pinto (2006) isolou dois polifendis das raizes
de C. sprceanum (crisofanol e picetanol), os quais também foram testados
frente a cepa K1 de P. falciparum e ndo apresentaram atividade (dados nao

mostrados).

As amostras de 3 a 8 da tabela 3 referem-se a extratos brutos de partes
de G. argenteum, e as amostras 7 a 12 se referem a extratos de M. guianensis.
Estes extratos foram preparados pela aluna de pods-graduacdo Marlene
Rodrigues como parte de sua dissertacao de mestrado. Cinco dos seis extratos
de G. argenteum se mostraram ativos com as Clsy abaixo de 10,0 pg/mL,

sendo o extrato metandlico das cascas o mais ativo com Clsg de 4,6 ug/mL.
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Tabela 3: Atividade antimalarica in vitro de extratos e fragoes obtidos de
espécies vegetais da flora amazoénica frente a cepa K1 de P. falciparum.

Ex/Fr®  Solvente Clso Classificagdo
Espécie Vegetal N. Parte [ug/mL] da atividade®

Cassia 1 raiz Ex MeOH > 50,0 [
spruceana 2 raiz Ex H.O > 50,0 |
3 casca Ex H,O > 50,0 [
4 folhas Ex H.O 9,0 A

Geissospermum 5 galhos Ex H.O 15,4 PA
argenteum 6 casca Ex MeOH 4,6 A
7 folhas Ex MeOH 6,9 A

8 galhos Ex MeOH 6,6 A

9 casca Ex H.O 20,0 PA
10 folhas Ex H.O > 50,0 I
Minquartia 11 galhos Ex H.O > 50,0 [
guianensis 12 casca Ex MeOH > 50,0 |

13 folhas Ex MeOH 12,0 PA
14 galhos Ex MeOH > 50,0 [

15 frutos Ex EtOH 0,6 MA

16 pericarpo Ex EtOH 1,5 A

17 pericarpo Fr Hex 9,1 A

18 pericarpo Fr CHCl3 0,01 MA

19 pericarpo Fr AcOEt 0,2 MA

20 pericarpo Fr n-ButOH 1,1 A

21 pericarpo Fr EtOH/H0 0,6 MA

Picrolemma 22 semente Ex EtOH 0,2 MA
sprucei 23 semente Fr Hex 3,7 A

24 semente Fr CHCI; 0,01 MA

25 semente Fr AcOEt 0,1 MA

26 semente Fr n-ButOH 0,3 MA

27 semente Fr EtOH/H,O 0,1 MA

28 raiz Ex H.O 0,7 MA

29 folha Ex H.O 0,5 MA

30 caule Ex H.O 0,2 MA
31 folhas Ex EtOH > 50,0 I

Tachia 32 folhas. Fr CHCl3 35,8 PA
grandiflora 33 raiz Ex MeOH > 50,0 |

34 raiz Fr CHCI3 10,5 PA

&Natureza da amostra: Ex=Extrato, Fr=Francao.

®Classificacdo da Atividade baseado na Clsp: MA=muito ativo (< 1,0 pg/mL),
A=ativo(entre 10 e 1,0 ug/mL), PA=parcialmente ativo ( entre 10,0 e 50,0 ug/mL) e
I=inativo (>50,0 ug/mL).
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Plantas do género Geissospermum possuem reputacdo antimalarica em
varios paises da América do Sul, e nos ultimos 20 anos varios autores
realizaram estudos de atividade antimalarica in vitro e in vivo com estes
extratos (BRANDAO et al. 1997; MILLKEN 1997). Dos extratos de
G. argenteum, o extrato metandlico das cascas foi o que mostrou melhor
atividade antimalarica in vitro (Clsp = 4,6 pg/mL). Dois dos extratos de
M. guianensis apresentaram atividade moderada, enquanto os demais extratos
desta planta ndo mostraram atividade (Clsp > 50,0 pg/mL). Na literatura
pesquisada nao foram encontrados relatos de estudos da atividade
antimalarica de extratos de M. guianensis realizados no Brasil e poucos
trabalhos foram encontrados para a atividade antiplasmddica desta espécie em
outras localidades (CAMARGO 2011).

A T. grandiflora e P. sprucei sdao duas espécies popularmente
conhecidas como caferana. (KRETTLI et al. 2001; POHLIT et al. 2012). As
amostras 15 a 18 da tabela 3 se referem a extratos e fragbes de T. grandifiora,
selecionados por possuirem substancias isoladas (POHLIT et al. 2012). Os
extratos brutos da raiz e folha de T. grandiflora foram considerados inativos por
apresentarem Clsp maior que 50,0 ug/mL, enquanto as fragoes cloroférmicas
do extrato da raiz e do extrato das folhas apresentaram Clsy de 10,5 e 35,8
Mg/mL, respectivamente, consideradas com atividade moderada. A inatividade
dos extratos de Tachia sp. também foi evidenciada por estudos do grupo da
Dra. Krettli (BRANDAO et al. 1992; CARVALHO e KRETTLI 1991). Através da
particdo liquido-liquido dos extratos polares foi possivel obter as fracbes
cloroférmicas que possivelmente concentraram metabdlitos ativos. Das fragdes
cloroférmicas do extrato metandlico da raiz e folha de T. grandiflora foram
isoladas respectivamente a xantona decusatin e a substancia amplexina, um
raro sec-iriddide monoterpenico com Clso de 7,0 yg/mL frente a cepa W2 de
P. falciparum relatado recentemente na literatura. Dados do nosso grupo de
pesquisa revelaram que estes extratos apresentaram baixa atividade citotdxica
in vitro com Clsg frente a fibroblastos humanos (MCR-5) maiores 50,0 pg/mL
(ROCHA-E-SILVA et al. 2013).

O género Picrolemma € composto somente por duas espécies:

P. huberi e P. spucei Hook.f.. Ambas as espécies sdo nativas e encontradas
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exclusivamente na regido Amazonica. P. sprucei é utilizada pela medicina
tradicional pra tratamento da maléaria no Peru, Brasil, e Guiana Francesa
(MILLKEN 1997; SILVA et al. 2009). A principal forma de utilizacdo popular da
planta é na forma de infusdo. Aqui as infusbes das diversas partes de
P. sprucei foram consideradas muito ativas com valores de Clsp menores que
1 pg/mL. As amostras 15 a 27 da tabela 3 referem-se a extratos e fracées do
fruto de P. sprucei. Até o presente momento, foram publicados estudos sobre a
composicdo quimica dos caules, raizes e folhas, bem como a atividade
antimalarica in vitro de quassinoides isolados a partir da raiz da planta, porém
nao foram encontrados dados na literatura em relagcdo a composicéo quimica e
atividade biolégica do fruto dessa espécie (AMORIM e POHLIT 2006;
ANDRADE-NETO et al. 2007). Este trabalho prové a primeira informacao
fitoquimica e biologica dos extratos do fruto desta planta, tdo difundida e
utilizada nos paises da América do Sul (AMORIM et al. 2014, aceito para
publicacédo).

Na andlise geral, todos os extratos e fracées do fruto inteiro, pericarpo e
sementes se mostraram ativos frente a cepa K1 de P. falciparum usada no
teste, ao apresentarem valores de Clso menores que 10,0 pyg/mL. As fracbes
cloroférmicas do pericarpo e da semente foram as que apresentaram maior
atividade, com Clso de 0,01 pg/mL. No estudo quimico estas foram as fragbes
que apresentaram maior concentracdo dos quassindides neosergeolida e
isobruceina B, as substancias quimica responsaveis pela atividade antimalarica
com Clsps na faixa de nanomolar relatada em estudos anteriores do LAPAAM
(ANDRADE-NETO et al. 2007; SILVA et al. 2009). Outras fracbes que néo
continham estes quassinbides também apresentaram uma elevada atividade
antimalarica, abrindo a possibilidade do estudo de outras substancias ativas no
fruto (dados ndo mostrados). Estes dados fazem parte de um manuscrito aceito
para publicacdo (AMORIM et al., 2014, FITOS).
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1.3.1.2 Extratos e fragcoes de Aspidosperma sp

Foram avaliados para atividade antimalérica in vitro 36 extratos e fracoes
obtidos de oito espécies de Aspidosperma de ocorréncia natural na regiao
amazénica: A. vargasii, A. marcgravianum, A. sandwithianum, A. nitidum, A.
spruceanum, A. araracanga e A. schultesii. Estas espécies foram trabalhadas
pela doutora Marycleuma C. Henrique durante sua dissertacdo de mestrado
(HENRIQUE 2007). Foram produzidos extratos metandlicos e aquosos das
cascas das plantas, com base no uso popular. Na tentativa de se isolar
alcal6ides, extratos etandlicos alcalinos (EtOH/NH4OH 1%) foram fracionados
em um gradiente de pH (8 a 12) com fragbes finais aquosas e de acetato de
etila. Estes extratos e fragdes foram testados in vitro frente a cepa cloroquino-
resistente W2 de P. falciparum pelo método de incorporacdo da
[*H]-hipoxantina (ANDRADE-NETO et al. 2004). Os resultados estdo
apresentados na tabela 4.

A A. desmanthum e A. vargassii foram as espécies cujas fracdes
apresentaram maior atividade (4 muito ativas de cada espécie) com Clsos
variando entre 0,18 a 0,44 ug/mL, valor desejavel para uma substancia isolada,
mas aqui tratam-se de misturas complexas. A atividade antimalarica destas
fracOes era esperada uma vez que seus principios ativos ja foram isolados e
testados in vitro pelo LAPAAM frente o P. falciparum em estudos anteriores
(ANDRADE-NETO et al. 2007). Das cascas de A. vargasii e A. desmanthum
foram isolados respectivamente os alcaldides indélicos elipticina (Clso = 0,18
pg/mL) e aspidocarpina (Clso = 0,18 pg/mL) com potente atividade frente a cepa
K1 de P. falciparum (ANDRADE-NETO et al. 2007; ROCHA-E-SILVA et al.
2012).

Henriqgue (2007) identificou por métodos cromatograficos estes
alcalbides nos extratos e fragcdes destas espécies que aqui foram considerados
ativos. E importante notar que solucdes aquosas de A. desmanthum s&o
utilizadas pela populagcao e apresentam-se inativas aqui, provavelmente por
que o principio ativo (elipticina) estd muito diluido e pouco extraido por este

método, visto que a substancia € altamente apolar (HENRIQUE et al. 2010).
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Tabela 4: Atividade antimalarica in vitro de extratos e fragoes das cascas
de oito espécies de Aspidosperma da Amazonia frente a cepa W2 de
P. falciparum.

. Solvente Clso Classificagao
Espécie Vegetal N. Ex/Fr? lugiml] da atividade®
35 Ex MeOH 16,7 PA
A. araracanga 36 Ex H,O > 50,0 |
37 Fr CHCI; 37,6 PA
38 Ex MeOH 19,0 PA
39 Ex H,O > 50,0 [
40 Fr AcOEt 0,20 MA
A. desmanthum 41 Fr H-.O > 50,0 [
42 Fr CHCI; 0,44 MA
43 Fr CHCI; 0,18 MA
44 Fr CHCI; 0,27 MA
45 Ex MeOH 0,30 MA
. 46 Ex H,O >50 [
A. marcgravianum 47 Er CHCl 385 PA
48 Fr CHCI; 15,7 PA
A nitidum 49 Ex MeOH 3,21 A
' 50 Ex H,O 0,20 MA
51 Ex MeOH 20,05 PA
52 Ex H,O > 50,0 [
A. sandwithianum 53 Fr CHCl3 28,4 PA
54 Fr CHCI; 5,8 A
55 Fr CHCI; 18,9 PA
56 Ex MeOH 23,5 PA
.. 57 Ex H,O > 50,0 [
A. schultesit 58 Fr CHCl, 17,5 PA
59 Fr CHCI; 37,2 PA
60 Ex MeOH 10,6 PA
A. spruceanum 61 Ex H20 > 50,0 !
' 62 Fr CHCI; 26,7 PA
63 Fr CHCI; 11,9 PA
64 Ex MeOH 4,38 A
65 Ex H,O 0,24 MA
66 Fr AcOEt 0,14 MA
A. vargasii 67 Fr H-.O 8,81 A
68 Fr CHCI; 0,20 MA
69 Fr CHCI; 0,20 MA
70 Fr CHCI; 0,21 MA

&Natureza da amostra: Ex = Extrato, Fr = Francao.

®Classificagéo da Atividade baseado na Clsy: MA = muito ativo (< 1,0 pg/mL), A = ativo
(entre 10 e 1,0 ug/mL), PA = parcialmente ativo (entre 10,0 e 50,0 ug/mL) e | = inativo
(>50,0 pg/mL).
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Coutinho et al. (2013) recentemente avaliaram a atividade antimalarica in
vitro e in vivo de extratos da casca, folhas e galhos de A. nitidum. Os extratos
metandlicos e etandlicos das cascas foram considerados ativos (Clso= 7,0-12,4
pg/mL, cepa W2), enquanto os extratos das folhas e galhos ndo apresentaram
atividades. Fracbes ricas em alcal6ides com boa atividade in vitro frente o
P. falciparum também se mostraram ativas in vivo frente o P. berghei. Nos
testes aqui realizados, o extrato metandlico de A. nitidum se mostrou ativo
(Clsp = 3,21ug/mL) e o extrato aquoso se mostrou muito ativo
(Clso = 0,20 pg/mL), em acordo com os dados da literatura. Até o0 momento
nenhum alcaléide isolado de A. nitidum teve seus dados antimalaricos

publicados.

Outra espécie que apresentou extrato metandlico muito ativo foi
A. marcgravianum com Clso = 0,30 pyg/mL. Estudos quimicos e antimaléaricos
desta espécie sdo escassos (HENRIQUE 2007). Os extratos e fragcdes das
espécies A. spruceanum, A. araracanga e A. schultesii mostraram-se inativos
ou parcialmente ativos. Dolabela et al., (2012) testaram in vitro frente as cepas
W2(CQR) e 3D7(CQS) de P. falciparum extratos de seis espécies de
Aspidosperma de ocorréncia no estado de Minas Gerais (A. cylindrocarpon,
A. parvifolium, A. olivaceum, A. ramiflorum, A. spruceanum e A. tomentosum), e
no estudo todos os extratos foram considerados ativos (Clso entre 5,0 e 65,0
pg/mL). O perfil cromatografico destes extratos revelou altas concentragbes de

alcaldides.

Nossos resultados juntamente com os dados da literatura discutida
confirmam a atividade antiplasmodial in vitro de espécies de Aspidosperma
usadas no tratamento da malaria no Brasil, e encorajam a continuagao de

pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas nestas espécies.

1.3.1.3 Oleos essenciais (OE) de plantas nordestinas e seus compostos
majoritarios
O Nordeste do Brasil tem uma grande biodiversidade de plantas

medicinais, € um conhecimento etnobotanico riquissimo. No entanto estudos de

atividade antimalérica das plantas desta regido sédo relativamente
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desconhecidos. Na busca de possiveis novas substancias ativas para malaria,
nos propomos avaliar a atividade antimalarica in vitro dos éleos essenciais de
trés espécies vegetais da flora nordestina e seus compostos majaritarios a-
bisobolol, estragol e timol (figura 7). Os 6leos essenciais e os compostos foram
estudados quimicamente pela aluna de pds-graduacédo Magaly Mota, e seu
orientador Dr. Valter Andrade Neto (UFRN) um importante colaborador deste
projeto. Os resultados estao apresentados na tabela 5.

Vanillosmopsis arborea (Asteraceae), Lippia sidoides (Verbenaceae), e
Croton zehntneri (Euphorbiaceae) sdo plantas abundantes na regido da
caatinga do estado do Ceard no nordeste brasileiro, onde sdo popularmente
utilizadas para acédo anti-inflamatéria, antifungica, antibacteriana e para o
tratamento de desordens gastricas. As substancias majoritarias presentes nos
Oleos essenciais destas espécies sao terpenos e sesquiterpenos,
fenilpropandides classes quimicas cujos compostos sdo responsaveis pela
atividade antimaldarica em muitas plantas, incluindo algumas plantas

amazonicas estudadas neste capitulo (MOTA et al. 2012).

OH

OH

13 | 15
14 OMe

Figura 7: Substancias majoritarias presentes nos Odleos essenciais de
plantas nordestinas: a-bisobolol (13; V. arbérea), estragol (14; L. sidoides)
e timol (15; C. zehntneri).

Os Oleos essenciais de V. arbérea, L. sidoides e C. zehntneri
apresentaram significativa atividade frente o P. falciparum (tabela 5), enquanto
seus componentes majoritarios apresentaram baixa a tividade (> 20,0 yM para
substancias puras). Qando comparamos as Clsos em pg/mL, € possivel notar
que a atividade antimaléarica dos 6leos essenciais de V. arborea e L. sidoides
foi muito semelhante a de seus compostos majoritarios puros, respectivamente

a-bisabolol (80,4% m/m no 6leo essencial) e Timol (84,9% m/m no dleo
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essencial). Desta forma é possivel inferir que a atividade antimalarica dos 6leos
essenciais pode ser atribuida a seus compostos majoritarios. As amostras de
C. zehntneri foram as que apresentaram menor atividade. Mota et al.(2012)
demonstrou que estes compostos possuem baixa toxicidade e atividade

antimalarica in vivo moderada.

Tabela 5. Atividade antimalarica in vitro de 6leos (OE) essenciais e
compostos majoritarios dos OE frente a cepa K1 de P. falciparum.

Clso Clso Classificagéo

Espécie Vegetal = OE/Componente majoritario (ug/mL)  (uM) Atividad
Iviaade

C. zehntneri OE 15.20 ) A
Estragol (14,fenil propandide) 30.70 207,5 I

L. sidoides OE 1050 - PA
Timol (15, terpeno) 4.50 30,2 I

V. arbérea OE 7.00 ) A
a-bisabolol (13,terpeno) 5.00 224 I

A = ativo, PA = parcialmente ativo; | = inativo

Os Obleos essenciais contém importantes classes de componentes
quimicos naturais que historicamente apresentam atividade antimalarica como
monoterpenos, sesquiterpenos e fenil propandides (SCHMIDT et al. 2012;
SCHMIDT et al. 2012). Rodrigues-Goulart et al., (2004) demonstrou que 0s
compostos terpénicos farnesol, nerolidol, limoneno e linalol, cujas estruturas
sdo semelhantes aos compostos majoritarios aqui reportados, apresentaram
boa inibicéo in vitro frente o P. falciparum e inibiram a biossintese de alguns
metabdlitos da via de isoprendides no mesmo parasito. Esta é a primeira vez
que € reportada a atividade antimalarica de 6leos essenciais de V. arbdrea,

L. sidoides e C. zehntneri, e seus resultados foram publicados em Mota et al.
(2012).
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1.3.2 Atividade antimalarica in vitro de substancias naturais e seus
analogos sintéticos e semi-sintéticos

Ao longo de décadas, diversos grupos de pesquisa no Brasil tem
estudado quimica e farmacologicamente centenas de extratos de plantas
popularmente utilizadas para tratar malaria, e muitos destes estudos nao
avancaram na identificacdo dos principios ativos responsaveis pelas atividades
(AGUIAR et al. 2012; BRANDAO et al. 1992; BRANDAO et al. 1997,
CARVALHO et al. 1991; POHLIT et al. 2013). Entretanto com o avango e a
disponibilidade de tecnologias para se isolar, purificar, caracterizar e elucidar
estruturas, nos ultimos anos varios compostos isolados de plantas tem sido
testados frente o P. falciparum in vitro (CRUZ et al. 2013; POHLIT et al. 2013).

Através de técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas dos tipos time of
flight e ion trap (LC-TOF-MS e LC-IT-MS, respectivamente) e ressonancia
magnética nuclear (RMN), integrantes do LAPAAM/INPA, purificaram e
caracterizaram as substancias aqui testadas, as quais pertencem as classes
quimicas: alcaléides inddlicos, fenil/propandides ou limondides. As
concentragdes inibitérias 50% (Clsp) das substancias naturais estudas e seus
analogos sintéticos e derivados semi-sintéticos estdo apresentadas na tabela 6
onde as substancias estdo organizadas por classe quimica. Os critérios de
atividade para substancias puras foram os convencionados na literatura
(ANDRADE-NETO et al. 2004; FLANNERY et al. 2013; KRETTLI et al. 2009;
SANTOS-TORRES et al. 2013).

Clsg para substancias puras:

- Maior que 20 uM = inativo
- Entre 20,0 uM e 5,0uM = atividade moderada
- Entre 5,0uM e 0,1uM = ativo

- Menor que 0,1yM = muito ativo
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Tabela 6: Concentragado inibitéria 50% (Cls;) de substancias naturais
presentes em plantas amazoénicas e seus derivados semi-sintéticos frente
as cepas K1 e 3D7 de P. falciparum.

Nome N.  Natureza® Especie Clso [uM]
Vegetal K1 3D7
Alcaldides Indolicos
elipticina 9 pN  Aspidosperma g4 (35
vargasii
20-epi-dasicarpidona 16 PN A. ulei 16,7 NT
12-hidroxi-N-acetil-21(N)- 45 PN A. ulei >100 NT
deidroplumeranoico
19(E)-hunteracina 18 PN A. ulei >100 NT
20(E)-nor-subincanadina E 19 PN A. ulei 54,3 NT
olivacina 10 PN A.olivaceum/ 4 1,2
A. ulei
3,4,5,6-tetradesidro-f3- .
ioimbina 20 PN A. ulei 39,9 NT
Fenil/Propandides
2-O-benzil 4-nerolidicatecol 4 DS 7,05 5,94
1,2-O,Q-diaceti| 4- 12 DS 4,85 557
nerolidlcatecol
_ _ Piper peltatum
1,2-0,0_—d|ben20|l 4- 5 DS 28.73 38,07
nerolidlcatecol
4-nerolidilcatecol 1 PN 0,68 2,11
Limondides
6a-acetoxiazadiradiona 21 PN 15,4 NT
6a-acetoxigedunina 23 PN 7,0 NT
Andirobina 22 PN Carapa 15,3 NT
guianense
7-deacetil-7-oxogedunina 24 PN 20,7 NT
6a-hidroxideacetilgedunina 25 DS 5,0 NT
Cloroquina (Difosfato) Controle 013 0.058
Quinina (Sulfato) Controle 0,16 0,11
o Artemisia
Artemisinina PN 0,002 0,001
annua

*Natureza da amostra: PN=Produto Natural,

S=Substancia Sintética; NT=N&o testado.

DS=Derivado semi-sintético,
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Os alcaloides inddlicos elipticina (9), olivacina (10), triflato de criptolepina
(11a), analogo de criptolepina (11b) foram ensaiados para atividade
antimalarica in vitro frente as cepas K1 (cloroquina resistente) e 3D7
(cloroquina sensivel) de P. falciparum. Os resultados do teste in vitro estao
apresentados na tabela 6. Olivacina (10) € um alcaloide inddlico pouco
conhecido para o qual ndo ha relatos na literatura de atividade antimalarica.
Este composto foi o menos ativo dos alcaloides analogos da elipticina,
entretanto ainda expressou significativa atividade antimalarica (Clsp = 1,2 uyM

frente a cepa 3D7).

A potente atividade in vitro de elipticina (9) reportada previamente foi
confirmada aqui (valores de Clso de 0,31 e 0,35 yM frente as cepas K1 e 3D7
respectivamente). Esta atividade antimalarica de 9 frente o P. falciparum foi
descrita pela primeira vez pelo LAPAAM no trabalho de Andrade-Neto et al.,
(2007) (Clsp = 73 nM frente a cepa K1) e foi recentemente confirmada em
trabalho independente frente a cepa cloroquino-resistente FcM29-Cameroon
(Clso = 1,13 uM) (PASSEMAR et al. 2011; POHLIT et al. 2012).

Os compostos sintéticos triflato de criptolepina (11a) e seu analogo 11b
(figura 5) também foram testados aqui frente as cepas K1 e 3D7 in vitro.
Criptolepina € um alcaléide inddlico encontrado na planta trepadeira
Cryptolepis sanguinolenta, utilizada no este africano para tratamento de
malaria, e tem sido bem estuda como potencial lead para novos antimalaricos
(WRIGHT 2005; WRIGHT et al. 2001). 11a exibiu um valor de Clso de 0,8 € 0,9
MM frente as cepas K1 e 3D7 de P. falciparum respectivamente. Estes
resultados concordam com dados da literatura reportados para 11a frete K1
(CIMANGA et al. 1997; WRIGHT et al. 2001) e 3D7 (LAVRADO et al. 2011).

Lavrado et al. (2008) sintetizaram analogos de 11a contendo cadeias
laterais diamino-alcalinas na posi¢cao C-11. A base para esta abordagem foi a
observacdo de que a cadeia alcalina amino-lateral é requerida para
acumulagao de cloroquina no vacuolo digestivo do parasito. Desta forma
analogos de 11a foram potentes inibidores de P. falciparum in vitro
(Clsp = 20-445 nM). 11b, a melhor molécula dos estudos de Lavrado
(LAVRADO et al. 2011; LAVRADO et al. 2008), foi selecionada para o atual
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estudo comparativo, e apresentou a maior atividade com Clso de 0,087 uM para

a cepa 3D7 e 0,1 uyM para K1.

As substéancias 9, 10, 11a e 11b (figura 5) também foram testadas para
atividade citotoxica em macrofagos murinos in vitro conforme apresentados em
Rocha-e-Silva et al. (2012), onde 9 e 10 apresentaram baixa citotoxicidade
com altos indices de seletividade (>300) e 11a e 11b apresentaram Cls, frente
os macroégafos de 9,1 e 34 uM respectivamente. E importante notar que o
esqueleto carbénico inddlico planar de 4 anéis que forma a estrutura basica
das substancias 9-11b apresenta grande atividade antimalarica e pode ser
otimizado para o desenvolvimento de novas drogas. 9 e 10 tem uma metila a
mais ligada aos anéis da estrutura em relacdo a 11a e 11b, o que
aparentemente tem influenciando na diminuicdo da citotoxicidade destas
substancias. A atividade antiplasmoddica destes compostos esta diretamente
relacionada com a inibicdo da formagdo de hemozoina, conforme sera
discutido no capitulo 3. Os resultados obtidos com os alcaléides inddlicos

analogos da elipticina foram publicados em Rocha-e-Silva et al. (2012).

Os demais alcaldides testados (16-20) (figura 8), foram isolados de
diferentes partes de A. ulei, durante a tese de doutorado da Dra. Zelina Santos
Torres (2012). No referido trabalho foram isoladas e identificadas 12
substancias, sendo uma delas (17) inédita. Para cinco destas sbstancias ja
haviam dados antimalaricos na literatura (SANTOS-TORRES et al. 2013), duas
substancias nao foram isoladas em quantidade suficiente para testes, e os
cinco alcaldides restantes (16-20) foram testados pela primeira vez aqui. Os
compostos 17, 18, 19 e 20 foram inativos, e o0 composto 20-epi-dasicarpidona
(16) apresentou atividade moderada com Clsg = 16,7 uM. Estes resultados

foram publicados em Torres et. al. (2013).
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Figura 8. Estrutura dos alcaléides inddlicos isolados de A. ulei: 20-epi-
dasicarpidona (16), Ac. 12-hidroxi-N-acetil-21(N)-desidroplumerano-18-
dico (17), 19E-hunteracina (18), 20(E)-16,17-nor-subincanadina E (19) e

3,4,5,6-tetradesidro-B-ioimbina (20).

O 4-nerolidilcatecol (1) e seus derivados 4, 5 e 12 exibiram uma
importante atividade inibitoria in vitro frente a ambas as cepas de P. falciparum
testadas. Os resultados estdo apresentados na tabela 6. A Clso de 1 e dos
derivados 4 e 5 frente a cepa multi-resistente K1 deste trabalho esta compativel
com resultados anteriormente publicados pelo LAPAAM (ANDRADE-NETO et
al. 2007; PINTO et al. 2009). Frente a cepa 3D7 é a primeira vez que estes
compostos sao testados, assim como € inédita a atividade antimalarica de O,O-
diacetil-4-nerolidilcatecol (12) (Clso= 4.85/5.57 uM cepas K1/3D7). A facilidade
na sintese e purificacdo de 12 também torna esta molécula interessante para
estudos farmacolégicos que requerem maior quantidade de substancia, como
testes in vivo. Este composto foi evidenciado na literatura pela primeira vez na
década de 80 com o objetivo de caracterizar a estrutura de 1, porém nunca
havia sido testado para malaria (KIJJOA et al. 1980). Os compostos foram
retestados in vitro para orientar os estudos posteriores in vivo e de inibicao

metabdlica descritos respectivamente nos capitulos 2 e 3.

Os limondides 21-24 isolados de C. guianense e o limondide semi-
sintéticoo 25 foram testados frente a cepa K1 de P. falciparum. As
cocentragdes inibitérias médias dos limondides estdo apresentadas na tabela

6, e as estruturas moleculares representadas na figura 9. As Clsy dessas cinco
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substancias foram entre 5,0-20,7 uyM. O derivado semi-sintético 25 produzido
por desacetilagdo de 23 foi a substancia que apresentou melhor atividade com
um Clso de 5,0 uM. 25 é uma substancia inédita preparada por e foi preparada

por Pereira (2013) no desenvolvimento de seu mestrado.

Gedunina (26) é um importante representante da classe dos limondides
e esta presente em varias partes de C. guianenses. Estudos anteriores
revelaram uma boa atividade antimalarica in vitro (ICso = 0.40 — 2.5 uM) de 26
frente a varias linhagens de P. falciparum (JITTANIYOM et al., 2012; HOFER et
al., 2009). O limondides 23 e 24 sao derivados naturais de 26 e apresentaram
atividade muito semelhantes entre si, e com valores de Clsp maiores que os
reportado para 26 na literatura mencionanda. Nosso dados mostram que 21
apresentou a metade da atividade de 23, concordando com trabalho de
Jittaniyom et al. (2012) e indicando que a atividade antimalarica in vitro é

influenciada por mudancas estruturais no anel D.

O
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23: R1=0Ac; R2=0Ac; R3=H
o) O 24: R1=H; R2=R3 = OH
RO 25:R1=0H; R2=0H; R3=H
0 R3 26: R1 =H; R2=0Ac; R3=H
R1
Figura 9: Limondides isolados de C. guianensis: 6da-acetoxiazadiradiona (21),

andirobina (22), 6a-acetoxigedunina (23) e 7-deacetil-7-oxogedunina (24), o
derivado semi-sintético 6a-hidroxideacetilgedunina (25) e gedunina (26).
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1.3.3 Endoperoéxidos sintéticos

A abordagem principal desta tese é a descoberta e desenvolvimento de
novos antimaléricos a partir de substancias isoladas de plantas, seguindo o
sucesso histérico das drogas antimalaricas atuais. Neste contexto o grupo de
pesquisas do prof. Dr. Marcelo Siqueira Vale do Departamento de Ciéncias
Naturais da Universidade Federal de Sao Jodo del Rei (MG) sintetizou 15
substancias baseadas na estrutura de dois produtos naturais com significativa
atividade antimalarica: a curcumina e a artemisinia (KAUR et al. 2009). Destas,
9 di-hidroperéxidos e tetraoxanos (ao grupo farmacéforo perdxido é atribuida a
atividade da artemisinina) conjugados com derivados di-benzil-acetona
(estrutura basica da curcumina isolada de Curcuma longa) foram testadas

frente a cepa K1 de P. falciparum. A estrutura quimica da curcumina e dos

endoperoxios testados aqui estdo apresentadas na figura 10. t-Bu
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Figura 10: Estrutura da curcumina (27) e endoperoxidos sintéticos 28-36.
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Os resultados da atividade antimalarica in vitro dos endoperdxidos estao
apresentados na tabela 7. A descricdo das sinteses e os demais dados
quimicos destes compostos foram publicados em Franco et al. (2012). Muitos
compostos que possuem o grupo funcional endoperdxido ( R—-O—0O-R) exibem
atividade antimalarica, a exemplo do composto natural artemisinina e seus
derivados semi-sintéticos. Endoperdxidos e tetraoxanos apresentam uma
grande variedade de atividades bioldégicas dado o seu potencial oxidativo
(FRANCO et al. 2012). Os compostos 32, 35 e 36 da tabela 7 foram os
endoperdxidos sintéticos que apresentaram melhor atividade com Clso variando
de 1,4 a 3,3 yM. Os demais foram considerados inativos. Todos os compostos
ativos apresentavam a ponte O-O- que foi importante para suas atividades
antimaléricas.

Tabela 7: Atividade antimalarica in vitro de endoperoxidos e tetraoxanos
sintéticos frente a cepa K1 de P. falciparum.

K1
Nome
Clso [MM]
1,5-Di(fenil)-penta-1,4-dien-3-ona 28 32,0
1,5-Di(fenil)pentan-3-ona 29 66,0
1,5-Di(4-metoxifenil)pentan-3-ona 30 42,0
1,5-Di(3,4,5-trimetoxifenil)pentan-3-ona 31 110
3,3-Dihidroperoxi-1,5-(difenil)pentano 32 1,4
4-terc-Butil-1,1-dihidroperoxiciclohexane 33 64,0
1,1-Peroxidi(4-terc-butil(hidroperoxi) ciclohexano) 34 31,0
[3,3-Peroxi-di-(3-hidroperoxipentano-5,3,1-
35 3,3
tril)Jtetrabenzeno-

3,3,6,6-Tetrafenetil-1,2,4,5-tetraoxano 36 1,6

1.3.4 Susceptibilidade de isolados de campo de P. vivax a produtos
naturais

O cultivo continuo de P. vivax tem se apresentado como um grande
desafio para pesquisadores de malaria em todo o mundo e parece uma

realidade ainda distante. O desenvolvimento de tecnologias como a do DELI-
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test (double-site enzyme linked LDH imunodetection) trouxeram novas
perspectivas para o estudo da malaria causada pelo P. vivax predominante na
nossa regiao, contudo screenings em larga escala para testes de bibliotecas de

compostos com P. vivax ainda ndo sao possiveis (POHLIT et al. 2013).

Para o atual estudo selecionou-se duas moléculas naturais (elipticina e
neosergeolida) e um derivado semi-sintético (1,2-0, O-diacetil 4-nerolidicatecol)
para serem testados frente a isolados de campo de P. vivax. Além dos
compostos de origem natural, os mesmos parasitos também foram testados
frente as drogas cloroquina, mefloquina e diidroartemisinina que fazem parte do

arsenal terapéutico contra o P. vivax.

A técnica utilizada foi a do DELI-Test descrita por Druilhe et al. (2007),
adaptda por Chehuan et al. (2013). Foi utilizado sangue infectado de 18
pacientes coletado apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Os resultados de 6 (40%) amostras foram inconclusivos e
considerados como perda. A tabela 8 apresenta a média das Clsy de 12

isolados de campo de P. vivax frente aos produtos naturais e as drogas padrao.

Tabela 8: Média das concentragoes inibitérias 50% (Clso) de doze isolados
de campo de P. vivax frente a drogas padrao, produtos naturais e
derivado semi-sintético.

Nome do composto Média dos Clsp £ DP [uM]
Cloroquina (difosfato) 0,07 £ 0,02
Mefloquina 0,013 + 0,005
Dihidroartemisinina 0,002 £ 0,001
1,2-0, O-diacetil 4-nerolidlcatecol 90+272
Elipiticina 47 +1,2
Neosergeolida 0,010 £ 0,002

DP= Desvio Padrao



69

A utilizacdo de isolados de campo em estudos de atividade antimalarica
in vitro permite a avaliacdo real do perfil de susceptibilidade, dos parasitos
circulantes em determinadas regides, a drogas tradicionais e a produtos
naturais. Estes estudos normalmente sdo acompanhados de resultados obtidos
com cepas padrao cujo perfil de sensibilidade é estavelmente pré-estabelecido,
sendo um importante fator de validagcdo do método (ROCHA-E-SILVA et al.
2012). Na inexisténcia de cepas padrao de P. vivax, € importante relacionar os
resultados encontrados com dados da literatura. O cut-off de Clsy para
sensibilidade as drogas tradicionais utilizado ainda € o estabelecido para o
P. falciparum (cloroquina 100 nM e mefloquina 30 nM) (WHO 2007).

Todos os isolados de campo de P. vivax foram considerados sensiveis
as drogas estudadas. Ao se determinar as Clsy dos isolados de campo as
drogas cloroquina, mefloquina e diidroartemisinina objetivou-se ndo monitorar a
resisténcia local do P. vivax, mas conhecer o perfil de sensibilidade destes
isolados de campo frente os antimalaricos tradicionais, uma vez que estavam
sendo testados frente aos produtos naturais. Considerando-se o numero
reduzido de amostras de P. vivax, os resultados aqui alcancados sao
comparaveis aos estudos de Chehuan et al. (2013) na regido amazénica que
encontrou 12 isolados de campo de P. vivax resistentes a cloroquina (Clso >
100 nM) em 112 amostras pesquisadas e considerou 3 amostras resistentes a
mefloquina em 47 isolados testados. A perda de amostras do referido estudo
no que se refere a testes validos foi estimada em 50%. S&o considerados como
perda testes nos quais 0s pogos controles ndo se encontram parasitos apés as
48 h de incubacgdao, ou testes que as leituras de DO nao resultaram em curvas

de concentracao respostas.

Os isolados de campo apresentaram alto grau de susceptibilidade aos
produtos naturais testados, sendo neosergeolida o composto mais ativo
(Clsp = 0,010 pM). Aparentemente os isolados de campo de P. vivax foram
pouco menos sensiveis que as cepas de P. falciparum previamente estudadas
para os mesmos compostos (ver tabela 8), fato que foi mais acentuado para
elipticina. Alguns estudos mostram que o P. vivax apresenta perfil de

sensibilidade diferente do P. falciparum também as drogas tradicionais. Tem
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sido sugerido, por exemplo, que o P. vivax € intrinsecamente resistente aos
antifolatos (YOUNG e BURGESS 1959) e Russell et al. (2008) demonstraram
que trofozoitas de P. vivax sao consideravelmente mais resistentes a
cloroquina que trofozoitas de P. falciparum no teste de maturagao in vitro.
Estes fatos mostram que a extrapolacao dos resultados do P. falciparum para o

P. vivax deve ser analisada com a devida atencao.

Os resultados aqui apresentados sao preliminares, pois a metodologia
ainda esta sendo padronizada para P. vivax, havendo necessidade de algumas
alteragbes no protocolo original e de realizagcdo de testes com um numero

maior de isolados de campo e substancias naturais.
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1.4 CONSIDERAGOES FINAIS DO CAPITULO

A implementagao do teste antimalarico in vitro em Manaus representa
um importante avanco cientifico para este grupo de pesquisa e para toda a
regido. O teste in vitro baseado na microscopia limitou o numero de amostras
testadas, embora mais de cem amostras entre extratos, fragcdes e substancias

tenham sido ensaiadas no total.

A avaliagcao da atividade antimalarica in vitro das amostras confirma o
uso popular das mesmas. As amostras de Aspidosperma e Picrolema sprucei
foram consideradas as mais ativas entre os extratos e fracbes estudadas. Os
resultados aqui apresentados servem de base para futuros estudos
fitoquimicos e de semi-sintese. Os varios extratos ativos aqui identificados
devem ter seus principios ativos isolados pela fitoquimica classica ou por
estudos de afinidade molecular de high throughput screening em alvos
moleculares do Plasmodium através de Ressonancia Plasmonica de Superficie
(RPS) no aparelho BIACORE.

A caracterizagao da atividade in vitro dos produtos naturais, compostos
sintéticos e semi-sintéticas serviu como ponto de partida para selecionar as
amostras mais promissoras para a etapa seguinte do desenvolvimento de
novos antimalaricos. Limonodides, 4-nerolidilcatecol e seus derivados e os
alcaldides inddlicos analgos da elipticina foram os compostos selecionados
para o estudo in vivo em camundongos infectados com P. berghei por
apresentarem boa atividade e as quantidades suficientes em massa requeridas

para estes testes.



Capitulo 2

ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VIVO DE PRODUTOS
NATURAIS E SEUS DERIVADOS SEMI-SINTETICOS EM
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM Plasmodium
berghei.
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2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Estudo da atividade antimalarica in vivo

O modelo da malaria animal é a ferramenta chave para a descoberta e
desenvolvimento de drogas, pois prové uma avaliagao integrada da droga no
contexto fisioldgico. A eficacia da droga depende dos fatores farmacocinéticos
e farmacodinamicos (absorgao, distribuicdo, metabolismo e excrec¢ao), efeitos
toxicolégicos provocados no hospedeiro, e o efeito farmacoldgico
antiparasitario intrinseco da droga. A atividade farmacoldogica e os efeitos
farmacocinéticos podem ser substancialmente diferentes entre o modelo animal
e os seres humanos, dadas as diferengas entre o tamanho do corpo e as
espécies de Plasmodium envolvidas. Porém muitas interacbes farmacoldgicas
entre droga e patdégeno sdo independentes do hospedeiro envolvido. Desta
forma o modelo animal permite obter nogdes das propriedades farmacolégicas

in vivo da droga, e suas combinagdes (JIMENEZ-DIAZ et al. 2013).

Varias espécies animais sdo susceptiveis a infeccdo por Plasmodium,
porém o camundongo € a espécie animal mais utilizada como hospedeiro e &
ideal para testes de descoberta e desenvolvimento de drogas antimalaricas.
Isso ocorre principalmente pela sua versatilidade e acessibilidade, pois os
camundongos sao relativamente faceis de criar, manter, manusear e sao
pequenos (20-30 g), o que requer uma pequena quantidade de drogas
(KRETTLI et al. 2009).

Ha quatro principais espécies de Plasmodium que foram extraidas de
roedores africanos e adaptadas para crescimento em camundongos de
laboratério: P. berghei, P. yoelli, P. chabaudi e P. vinckei . Destes o P. berghei
€ 0 mais amplamente utilizado, sendo os demais utilizados em menor
extensado. A escolha da espécie plasmodial é baseada no empirismo pois nem
todas as espécies sao igualmente susceptiveis a droga. As espécies de
Plasmodium de roedor tem ciclo eritrocitico de 24 h que € a principal diferenca
em relacdo aos parasitas humanos, mas a despeito destas diferengas os

parasitas da malaria de roedor podem reproduzir o ciclo completo da doenca
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(NOGUEIRA e ROSARIO 2010). A tabela 9 apresenta as principais diferencas

entre as espécies de Plasmodium de roedor e humanos.

Tabela 9: Diferencas entre as espécies de Plasmodium berghei,
P. falciparum e P. vivax utilizadas no estudo de novas drogas.

Caracteristica P. berghei P. falciparum P. vivax

Hospedeiro Roedor Humano Humano/Simios

. _ _ In vitro (cultura
Modelo experimental In vivo In vitro

limitada)
Duracéo do ciclo pré-
48-52 h 6-10 dias 7-15 dias
eritrocitico
Duracéo do ciclo sanguineo
22-24 h 48 h 48 h
assexuado
Merozoitas por esquizontes 12-18 16-32 16-32
Infeccdo sanguinea
o Nao Sim Nao
sincrénica
Eritrécitos
Célula hospedeira Reticulécitos Reticuldcitos
maduros

Adaptado (FIDOCK et al. 2004; KRETTLI et al. 2009; NOGUEIRA e ROSARIO
2010)

Entre as linhagens de camundongos albinos mais utilizadas na
terapéutica experimental estdo os Webster suigcos e BALB/c, que na maioria
das vezes sao escolhidos de acordo com disponibilidade de espécie do biotério
onde os testes sao realizados. Linhagens isogénicas (inbred) de camundongos
BALB/c sao susceptiveis a infeccao por P. berghei e apresentam respostas
mais uniformes em estudos farmacolégicos. Camundongos BALB/c tem sido
utilizados em diversos trabalhos de atividade antimalarica in vivo (DUA et al.

2013; JORDAO et al. 2011) e foram as espécies utilizadas nos estudos que
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identificaram os candidatos a droga MK-4815, NITD609 e OZ439 que ja estao
em fase clinica Il de desenvolvimento (AGUIAR et al. 2012; JIMENEZ-DIAZ et
al. 2013). Os camundongos suicos heterogénicos (outbred) sao de grande
importancia para experimentagdo animal no estudo de novas drogas, pois
possuem grande variabilidade génica, devido aos cruzamentos aleatorios,
assim como ocorre com a especie humana. Esta espécie também tem sido
amplamente utilizada em estudos de atividade antimalarica in vivo (ANDRADE-
NETO et al. 2004; CIMANGA et al. 1997; COUTINHO et al. 2013; JIMENEZ-
DIAZ et al. 2013; REZENDE et al. 2013; WRIGHT et al. 2001).

Peters et al. (1965), desenvolveram um dos principais protocolos utilizados
para avaliagdo da atividade antimalarica in vivo, conhecido como teste de
supressao de Peters de quatro dias. Neste ensaio os camundongos séao
tratados logo apods a infecgdo por quatro dias, recebendo uma dose por dia da
substancia teste. Nos dias 5 e 7 apds a infeccao a parasitemia é avaliada, e
apods o dia 7 nenhuma intervengéao é realizada nos camundongos, observando-
se apenas sua sobrevida. Nestes testes sdo medidos principalmente
(ANDRADE-NETO et al. 2008; KRETTLI et al. 2009; NOGUEIRA e ROSARIO
2010; ROCHA-E-SILVA et al. 2011):

a) a depuragao dos parasitas detectados por meio da microscopia 6ptica;

b) o tempo gasto entre a ultima dose da droga e a depuragdo da
parasitemia;

c) a dosagem da droga que depura os parasitos como resposta a sua

utilizacao.

Nos testes in vivo as drogas geralmente sdo administradas por mais de uma
via de administracéo, pois todas elas apresentam vantagens e desvantagens,
sendo a oral e a subcutanea as mais comuns. Pela via oral é possivel perceber
o efeito do pH acido do estdbmago e do metabolismo de primeira passagem sob
a acao dos citocromos p450 no figado, o que muitas vezes transforma as
drogas em metabdlitos ativos ou inativos. Pela via subcutanea a absorgao das
drogas é normalmente mais lenta, o que consequentemente afeta sua liberagao
e manutencado nas concentragdes plasmaticas. Esta via também evade o

metabolismo de primeira passagem. O modelo experimental antimalarico in
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vivo € normalmente sensivel a estas observagdes (MEISCH 2001; MOTA et al.
2012; ROCHA-E-SILVA et al. 2011). No presente trabalho trés grupos de
substancias selecionadas a partir de estudos in vitro descritos no capitulo 1
foram testadas para atividade antimalarica in vivo: o terpeno 4-nerolidilcatecol e
dois de seus derivados; dois limondides naturais; e elipticina e alguns de seus

analogos.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios de atividade antimalarica in vivo foram realizados
inicialmente no Laboratério de Biologia da Malaria e Toxoplasmose (LABMAT),
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), sob a coordenacédo do Prof. Dr. Valter Ferreira de Andrade Neto,
sendo posteriormente adaptado na Fundagdo de Medicina Tropical Heitor
Vieira Dourado, com o apoio da Geréncia de Malaria e Geréncia de Ofidismo, e
finalmente adaptados no Biotério Central do INPA com o apoio do Laboratério

de Malaria e Dengue.

2.2.1 Substancias quimicas estudadas

Para os testes antimalaricos in vivo foram selecionadas substancias
puras que apresentaram boa atividade antimalarica in vitro frente o
P. falciparum (ver item 1.3.2 e tabela 6 do caitulo 1) e estavam disponiveis em

quantidade suficiente para o teste (300 a 1000 mg):

- Os alcaldides indolicos elipticina (9), olivacina (10), triflato de
criptolepina (11a) e hidrodicloridrato de 11-(4-piperidinamino) criptolepina

(11b), obtidos conforme descrito no item 1.2.1 do primeiro capitulo;

- Os limondides 6a-acetoxigedunina (23) e 7-deacetil-7-oxogedunina

(24) obtidos conforme descrito no item 1.2.1 do primeiro capitulo;

- 4-nerolidilcatecol (1) e seus dois derivados 1,2-O,0-diacetil 4-
nerolidlcatecol (12) e 1,2-O,0-dibenzoil 4-nerolidicatecol (5) obtidos conforme

descrito no item 1.2.1 do primeiro capitulo;
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2.2.2 Animais de experimentacao e aspectos éticos

Foram utilizadas fémeas de camundongos albinos Webster Suicos e
BALB/c com peso médio 23 = 3g e 6 a 8 semanas de idade. Os animais
receberam agua e alimento ad libitum. O protocolo de testes in vivo foi
aprovado pelos Comités de Etica no Uso de Animais do INPA (CEUA
062/2012, anexo 3) e UFRN (CEUA 043/2010).

2.2.3 Teste de atividade antimalarica in vivo no modelo murino

Foi utilizada no estudo a cepa NK65 do P. berghei, originalmente
recebida da Universidade de Nova lorque (Nova lorque, EUA), € mantida em
camundongos albinos por passagens sanguineas semanais de animal para
animal. A cepa foi mantida também congelada em nitrogénio liquido (-196 °C),

usando-se 50% de glyceroligth como crioprotetor.

Para preparagao do inéculo foram preparados esfregagos sanguineos de
camundongos infectados com formas eritrociticas do P. berghei,
posteriormente corados pelo Panético® e examinados em microscépio 6tico
(100x) para avaliacdo da percentagem de parasitemia. Apds a selecdo do
animal ideal para o teste (10-20% de parasitemia) foi realizada a contagem de
hemacias diluidas em PBS citratado com o auxilio da cadmara de Neubauer. A
partir da percentagem de parasitemia € do numero total de hemacias foi
preparado um inoculo padronizado de modo que cada animal do teste recebeu

200pL de PBS com 10° hemacias parasitadas, via intraperitoneal.

A avaliagdo da atividade antimalarica in vivo foi realizada utilizando o
protocolo do teste supressivo de 4 dias descrito por Peters (1965) com
modificagdes descritas em Rocha-e-Silva et al (2011). Apdés a infeccdo os
camundongos foram divididos randomicamente em grupos de 5 animais por
gaiola. Um grupo controle negativo tratado com o veiculo e um grupo controle
positivo tratado com dose curativa de 10 mg/kg/dia de cloroquina estavam

presentes em todos os experimentos.
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As substancias teste foram administradas via oral e subcutanea por 4
dias consecutivos iniciados 24 h apds inoculacdo dos animais com doses
variando de 600 a 10 mg/kg/dia. Foram confeccionados esfregagos sanguineos
de cada animal no 5° e 7° dia de teste, sendo estes corados pelo Panético® e
os niveis de parasitemia determinados por contagem microscopica. A diferenca
entre a média da parasitemia do grupo controle negativo (100%) e o grupo
teste foi calculada como porcentagem de supressao do crescimento do parasito

(SCP) de acordo com a equacéo:

Supresséo da Parasitemia = 100 x (A — B)/A
A= Média da parasitemia do controle negativo

B = Média da parasitemia do grupo teste

A sobrevida dos animais foi acompanhada por um periodo de 4
semanas. Cada amostra foi testada em dois ou trés experimentos
independentes. Para comparacao das medias de parasitemia as analises de
variancia foram realizadas com post hoc Mann-Whitney teste (Origin 8.1

software; OriginLab).

2.2.4 Atividade in vitro frente o Plasmodium falciparum do plasma
inativado de camundongos que receberam 4-nerolidilcatecol via oral.

Trés grupos de cinco camundongos Webster suicos saudaveis foram
tratados oralmente com 200 mg/kg de 4-nerolidilcatecol, 5mg/kg de cloroquina
e 0,2 mL do veiculo (2% Tween-20) respectivamente. 60 min apds a
administracao das drogas os animais foram anestesiados e 100 pyL de sangue
foi retirado pelo plexo orbital com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Passados
mais 60 min foi retirada uma nova amostra de sangue de cada animal. O
sangue foi centrifugado e o plasma foi removido e inativado a 56°C por 30 min.

O plasma inativado foi testado in vitro em culturas de P. falciparum conforme
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descrito no item 1.2.3.1 da metodologia do capitulo 1, nas diluigbes de 1:10,
1:20 e 1:40. Foram utilizadas as cepas K1 e 3D7, e dois isolados de campo da
regidao amazodnica previamente estabilizados pelo nosso grupo de pesquisa
(ROCHA-E-SILVA et al. 2012). O plasma dos animais que receberam
cloroquina e veiculo (controle positivo e negativo respectivamente) também
foram testados nas mesmas condi¢cbes. O potencial inibitério do plasma dos
animais que receberam 4-nerolidilcatecol foi calculado pela comparagao das
parasitemias dos pogos que receberam este plasma com as parasitemias dos
pocos que receberam o plasma do animal tratado somente com o veiculo. As
médias das parasitemias foram comparadas usando ANOVA e test-t Student.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativo.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios compostos nos ultimos anos tém sido isolados de espécies
nativas da Amazobnia, alguns dos quais tem sido testados quanto a atividade
antimalarica in vitro frente a cepas de P. falciparum, entretanto um numero
muito reduzido tem avangado para estudos mais complexos no modelo murino
ou ao nivel do mecanismo de acao (CRUZ et al. 2013; SILVA et al. 2011;
WRIGHT 2005). Uma das razdes para isto € que estes principios ativos na
maioria das vezes existem em quantidades infimas nos seus extratos de
origem tornando-se quase impossivel produzi-los em quantidades suficientes

para testes farmacoldgicos no modelo animal (JIMENEZ-DIAZ et al. 2013).

Outra questao é o fato de que embora a Amazénia seja um dos maiores
biomas do planeta e ocupe cerca de 49,3 % do territério brasileiro, existem
poucos centros de pesquisas instalados na regidao, o que dificulta a pesquisa
em algumas areas, sobretudo a de desenvolvimento de novos farmacos que
requerem grandes investimentos em recursos humanos e infra-estrutura
(CALDERON et al. 2009). A Fundacdo de Medicina Tropical — Heitor Veira
Dourado (FMT-HVD) e o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA)
sdo instituicdbes de pesquisa localizadas no Estado do Amazonas (centro da
Amazonia Legal), onde grande parte do presente estudo foi realizado. Estas
sao exemplos de instituicdes que nos ultimos anos tem se preparado para
estudos pré-clinicos e clinicos de novos farmacos para doengas negligenciadas
(POHLIT et al. 2013). A realizagao deste estudo foi favorecida pela colaboragao
com instituicdbes de renome em pesquisas localizadas fora da regido amazénica

conforme descrito nos materiais e métodos.

Para o estudo de atividade antimalarica in vivo foi utilizado um pequeno
grupo de substancias selecionadas a partir das amostras testadas in vitro frente
o P. falciparum. As substancias puras com boa atividade e disponiveis em
escala de grama foram priorizadas para os testes in vivo. O modelo
experimental adotado aqui tem sido amplamente utilizado por varios grupos de
pesquisa nas ultimas cinco décadas desde a descricao do método (ANDRADE-
NETO et al. 2004; BRANDAO et al. 1997; CARVALHO et al. 1991; CIMANGA
et al. 1997; JIMENEZ-DIAZ et al. 2013; PETERS 1965).
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Os critérios de atividade adotados foram adaptados dos convencionados
na literatura que assumem uma atividade moderada para compostos que
inibem de 30-50% do crescimento do P. berghei in vivo, sendo que a inibigao
abaixo deste nivel classifica o composto como inativo, e acima de 50% o
composto pode ser considerado ativo, testados em doses que variam entre 50-
100 mg/kg/dia (COUTINHO et al. 2013; KRETTLI et al. 2009; REZENDE et al.
2013).

2.3.1 Atividade antimalarica in vivo de alcaldides indédlicos

Os alcaloides inddlicos 9-11b (Figura 5) tiveram sua atividade
antimalarica in vivo avaliada frente a cepa NK65 de P. berghei por via oral e
subcutanea em camundongos Webster suicos. As doses testadas e as

porcentagens de inibicdo estdo demonstradas na tabela 10.

A elipticina (9) foi altamente ativa na dose oral de 50 mg/kg/dia (100% de
inibicdo versus o controle no dia 5 e 7). A média de sobrevida do grupo de
camundongos tratados com esta dose foi maior que 40 dias, semelhante aos
resultados obtidos para cloroquina. Elipticina também promoveu alta supressao
dos parasitos (70%) pela via subcutanea no dia 7 na dose de 10 mg/kg/dia.
Dos quatro alcaloides testados in vivo a elipticina foi considerada a mais ativa.
Na dose mais alta administrada ndao houve mortalidade dos animais e nem
foram observados efeitos toxicos, em acordo com a baixa citotoxicidade da
elipticina em células normais (ROCHA-E-SILVA et al. 2012).

A olivacina (10) exibiu uma alta atividade antimalarica in vivo (97% e
90% nos dias 5 e 7) na dose de 100 mg/kg/dia sem efeitos tdéxicos observados
nos camundongos. A atividade permaneceu alta na dose de 50 mg/kg/dia.
Embora tenha apresentado boa inibicao nas doses menores, sua atividade foi
considerada mais baixa que o seu isdbmero estrutural elipticina (ROCHA-E-
SILVA et al. 2012).
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Tabela 10: Supressao in vivo do Plasmodium berghei em camundongos
infectados e sobrevida ap6s tratamento oral e subcutaneo com alcaloides
inddlicos?®

Dose . Inibicdo da parasitemia (%) Media da sgbret)vida +DP
(mg/kg/dia) (dias)
Oral Subcuténea Oral Subcuténea
Dia5 Dia7 Dia 5 Dia7
Ellipticina (9)
50 100 100 NT NT > 40 NT
10 77 42 33 70 27+ 2 29+3
1 67 61 0 44 22+ 4 2315
Olivacina
(10)
100 97 90 14 55 26+ 6 27+ 2
50 91 90 NT NT 232 NT
10 48 64 40 44 27+ 2 26+2
1 25 42 7 45 24 +3 25+ 1
Criptolepina
(11a)
50 43 50 63 61 24 +£5 2514
10 38 28 21 46 1813 21+ 3
1 3 5 16 31 17+3 2212
Derivado de
Criptolepina
(11b)
50 55 44 D D 25+4 31
10 47 25 60 30 24 + 4 24 £ 4
Cloroquina
10 99 98 99 98 > 40 >40
Controle - - - - 205 22+3

@ Compostos foram testados no modelo da malaria de roedor com P. berghei NK65. Foram
administrados pela via oral e subcutanea em diferentes doses por 4 dias e a parasitemia foi
monitorada no 5° e 7° dia de acordo com o protocolo estabelecido por Peters, (1965).

®Média + desvio padréo (dois experimentos independentes). NT=N&o testado (ROCHA-E-
SILVA et al. 2012).
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A alta atividade in vitro frente ao P. falciparum e a baixa atividade in vivo
frente ao P. berghei foram confirmadas para 11a. Na dose mais alta testada de
50 mg/kg/dia pela via subcutanea, o composto apresentou inibigdo maxima de
63% no dia 5. Estudos anteriores reportam a atividade antimalarica in vivo de
criptolepina em diferentes doses e vias de administragdo. Na dose de 50
mg/kg/dia subcutdanea o derivado de criptolepina 11b foi letal para os
camundongos infectados. Pelo tratamento via oral houve uma atividade
moderada (45-55% de inibicdo). Estudos anteriores mostram que criptolepina
administrada subcutaneamente na dose de 113 mg/kg/dia ndo apresentou
significativa reducdo de parasitemia em camundongos infectados por
P. berghei, e foi toxica pela via intraperitoneal na dose de 12,5 mg/kg/dia
(KIRBY et al. 1995).

A toxicidade de 11a aparentemente esta relacionada a via
intraperitoneal, uma vez que nao foram observadas morte em camundongos
tratados pela via subcutanea (113 mg/kg/dia) ou oral (50 mg/kg/dia) (WRIGHT
et al. 2001). Nos estudos de Cimanga et al. (1997), criptolepina na dose de 50
mg/kg/dia pela via oral provocou aumento da parasitemia em camundongos
infectados com P. berghei e significante efeito quimiossupressivo em
camundongos infectados com P. yoelli. Nos testes realizados neste trabalho
nao foram observados efeitos toxicos para criptolepina mesmo na dose mais

alta de 50 mg/kg/dia nas duas vias de administragao.

O derivado de criptolepina hidrodicloridrato de 11-(4-piperidinamino)
criptolepina (11b) obtido por design racional, foi considerado altamente seletivo
em testes in vitro de atividade antiplasmoddica e citotoxica realizados
anteriormente (LAVRADO et al. 2011; LAVRADO et al. 2008). Apesar de suas
propriedades in vitro, o derivado de criptolepina exerceu atividade moderada
in vivo (60% de inibicdo maxima alcangada) com efeito téxico agudo
dependendo da via de administragao utilizada. Na dose de 50 mg/kg/dia pela
via subcutanea, os animais morreram no segundo dia de tratamento, e ulceras
foram formadas no local da administracdo subcutanea na dose de 10

mg/kg/dia.
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O presente estudo tem contribuido para comprovacéao de que o sistema
heterociclico com nucleo inddlico possui importante atividade antimalarica in
vitro. Também a alta atividade antimalarica in vivo de elipticina e olivacina

comparada a criptolepina e seu derivado foi uma revelagao importante.

2.3.2 Atividade antimalarica in vivo de limondides

Os limondides 6a-acetoxigedunina (23) e 7-deacetil-7-oxogedunina (24)
foram isolados em escala de centenas de miligramas do residuo da semente
de C. guanenses (PEREIRA, 2013), o que permitiu sua avaliagdo no modelo de
roedor. As substancias foram testadas nas doses de 100 e 50 mg/kg/dia pela
via oral e subcutanea. Os resultados do teste supressivo em camundongos

infectados com P. berghei NK65 esta apresentado na tabela 11.

Tabela 11: Supressao in vivo do Plasmodium berghei em camundongos
infectados e sobrevida apés tratamento oral e subcutineo com
limonéides?®

Dose Inibicdo da parasitemia (%) Media da sobrebvida *
(mg/kg/dia) DP (dias)
Oral Subcutanea Oral Subcutanea
Dia5 Dia7 Dia5 Dia7
6a-acetoxigedunina
(23)
100 65.7 46.3 442 30.4 24+3 22+4
50 40.2 34.7 34.4 16.8 2043 2142
7-deacetil-7-
oxogedunina (24)
100 40.3 289 38.6 21.7 2113 2242
50 19.3 0 29.2 0 2042 21+4
Cloroquina
10 100 98 99 98 > 40 >40
Controle - - - - 2112 2143

@ Compostos foram testados no modelo da malaria de roedor com P. berghei NK65. Foram
administrados pela via oral e subcutanea em diferentes doses por 4 dias e a parasitemia foi
monitorada no 5° e 7° dia de acordo com o protocolo estabelecido por Peters, (1965).

®Média + desvio padréo (dois experimentos independentes). NT=N&o testado (ROCHA-E-
SILVA et al. 2012).



86

O limondide 23 demonstrou maior atividade antimalarica in vivo que o
limonodide 24. A maior taxa de supressao in vivo observada para 23 foi na dose
oral de 100 mg/kg/dia (65.7% de inibicdo comparado com o controle nao
tratado). O grupo de animais tratados com esta dose apresentou o maior tempo
de sobrevida do experimento (2413 dias), porém sem diferengas significativas
em relacdo ao controle nado tratado (p>0,05). Nas doses testadas, 23
administrado pela via subcutanea apresentou menor supresséo de parasitemia
que quando administrado pela via oral, sugerindo que fatores relacionados a
esta via de adminisntracdo como velocidade e absorcdo e metabolizagao
hepatica sdo importantes para atividade. A inibicdo maxima produzida por 24

foi observada no dia 5 na dose de 100 mg/kg/dia via oral (40,3%).

Os limondides 23 e 24 administrado na dose oral de 50 e 100 mg/kg/dia,
respectivamente, exibiram atividade antimalarica in vivo (40% de supressao de
parasitemia) comparavel a substancia natural gedunina (26) em estudos
anteriores quando foi administrada na dose de 50 mg/kg/dia a camundongos
infectados com P. berghei ANKA. Também foi relatado que 26 nao inibiu a
parasitemia nas doses de 100 e 25 mg/kg/dia e desta forma nao exibiu
resposta dose-dependente (SILVA e NUNOMURA 2012). Supressédo do P.
berghei in vivo comparavel a gedunina e uma clara reposta dose-dependente
demonstra o potencial do derivado 23 de gedunina. Na identificacdo de novas
substancias com atividade antimalaricos in vivo, diversos autores consideram
moderadamente ativa uma substancia que inibe 30-50% da parasitemia e as
substancias inibem a parasitemia em 50 % ou mais nas mesmas doses
testadas aqui sao consideradas ativas (ANDRADE et al. 2007; COUTINHO et
al. 2013; KRETTLI et al. 2009).

2.3.3 Atividade antimalarica in vivo de 4-nerolidilcatecol e derivados

O 4-nerolidilcatecol (1) foi testado para atividade antimalarica in vivo
utilizando o teste de supressao de 4 dias de Peters (1965), em camundongos

Webster suicos infectados com P. berghei NK65 tratados via oral e subcutanea
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nas dose 600, 400 e 200 mg/kg/dia. Os resultados estdo apresentados na
tabela 12.

Tabela 12: Supressao in vivo do crescimento de Plasmodium berghei em

camundongos apos tratamento oral e subcutaneo com 4-nerolidilcatecol

(1).2

Média da sobrevida £ DP
Inibicdo da parasitemia (%)

Dose (dias)”
(mg/kg/dia) Oral Subcutanea
Oral Subcutanea
Dia 5 Dia 7 Dia5 Dia7
0 210 17+ 3
200 14,5 54 0 41,0 22 + 1 2110
400 34,4 48,8 0 40,6 24 +1 22+3
600 63,1 59,7 0 61,5 26 +1 234
Cloroquina
5 97 93 95 91 32+3 33+3

@ Compostos foram testados no modelo da malaria de roedor com P. berghei NK65. Foram
administrados pela via oral e subcutanea em diferentes doses por 4 dias e a parasitemia foi
monitorada no 5° e 7° dia de acordo com o protocolo estabelecido por Peters (1965).

®Média + desvio padrao (dois experimentos independentes) (ROCHA-E-SILVA et al. 2011)

Pela via oral, 1 na dose de 200 mg/kg/dia apresentou baixa supressao
no dia 5 (14,5%) e uma supressdo mais expressiva no dia 7 (54%). Um
significante efeito quimiossupressivo foi observado nos dias 5 e 7 (63,1% e
59,7%) com a dose oral de 600 mg/kg/dia. Em todas as doses administradas
houve um aumento da sobrevida dos camundongos tratados em relacdo ao
grupo controle. Pela via subcutdnea 1 apresentou efeito quimiossupressivo
significativo somente no dia 7 (40,6% a 61,3%). A mortalidade dos
camundongos infectados nao foi significativamente reduzida pelo tratamento
com 1 nas doses de 400 e 200 mg/kg/dia. Um aumento significativo na

sobrevida dos camundongos em relagao ao controle nao tratado, foi observado
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somente nos grupo tratados com 600 mg/kg/dia pela via oral e subcutanea

(p = 0,05). Estes resultados foram publicados em Rocha-e-Silva et al. (2011).

Amorim et al. (1988; AMORIM et al. 1986) demonstraram que extratos
etandlicos de P. peltatum e P. umbellatum produziram leve atividade
supressiva in vivo sobre as formas sanguineas de P. berghei (reducédo de
parasitemia de 66% em concentragdes relativamente altas). Outros estudos
como o de Adami (1995) e Ferreira-da-Cruz et al. (2000), relataram inatividade
para extratos etanodlicos e hexanicos destas plantas. Todos estes estudos
concordaram com a nhogcdo que estes extratos apresentam pouca ou
insignificante atividade antimalarica in vivo com P. berghei e que diferengas nos
resultados obtidos podiam ser explicadas pela variagdo na composicao destes
extratos como sugerido por Ferreira-da-Cruz et al. (2000) ou talvez por fatores

farmacocinéticos descritos por Sala-Neto et al. (1992).

A supressdao do crescimento da parasitemia in vivo observada nos
roedores que receberam 1 via oral foi semelhante ao relatado por estudos
anteriores com extratos de Piper peltatum e P. umbellatum conforme discutido
acima. A atividade antimalarica in vivo observada somente no sétimo dia no
tratamento pela via subcutanea pode ser resultado de uma absorgao lenta com
concentracdo plasmatica inadequada provocando um efeito tardio da
substancia. Existe também a hipotese de que o metabolismo de primeira
passagem no figado é importante para 1, que quando administrado por via

subcutanea nao passa por este processo.

A avaliagao in vitro da atividade antimalarica apresenta as vantagens de
observar o efeito direto da droga sobe o parasita da malaria humana
(P. falciparum) sem interferéncia dos fatores imunolégicos, contudo este
método prové pouca informacdo sobre a farmacocinética (absorgao,
distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo) do composto. A acdo de fatores
farmacocinéticos e imunoldgicos pode ser observada nos testes antimalaricos
in vivo, porém estes utilizam espécie de Plasmodium de roedor, cuja
extrapolacdo da biologia para as espécies de Plasmodium que infectam
humanos nédo pode ser aplicada em todos os casos. Consequentemente a

concordancia das atividade antimalaricas in vitro e in vivo nos modelos
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experimentais nem sempre ocorrem (NOGUEIRA e ROSARIO 2010; PETERS
1965). Esse fato foi observado para 1 que apresentou 6tima atividade in vitro

frente o P. falciparum e baixa atividade in vivo frente o P. berghei (ROCHA-E-
SILVA et al. 2012).

Juntamente com as abordagens padrao discutidas acima, foi utilizada
uma nova abordagem com a combinagdo dos dois métodos que prové o
resultado dos fatores farmacocinéticos sobre o parasita da malaria humana
P. falciparum. Este método foi primeiramente descrito por Sala-Neto (1992),
que ao testar extratos de Piper peltatum in vivo em camundongos infectados
P. berghei pelo método tradicional detectou inatividade do extrato. Entdo
administrou o extrato a camundongos sadios, e retirando o plasma deles 30
min depois testou este plasma frente ao P. falciparum in Vvitro.
Interessantemente o plasma dos animais saudaveis que ingeriram o extrato
aquoso de P. peltatum inibiu o crescimento in vitro do P. falciparum em 49%
comparados com o controle negativo. Semelhante abordagem foi utilizada aqui

com 1 (ver método item 2.2.4).

O plasma de camundongos sadios que receberam 200 mg/kg via oral
de 1 foi testado in vitro frente as cepas K1 e 3D7, e dois isolados de campo
regionais de P. falciiparum. Existem diferengas genéticas significativas entre
cepas padrao em cultivo a mais de 20 anos e Isolados de campo recém-
estabilizados, pois o parasita apresenta um importante polimorfismo génico. Os
isolados de campo refletem melhor a realidade dos parasitas atualmente
circulantes em uma regido, e sao importante ferramentas para o estudo de
drogas (ROCHA-E-SILVA et al. 2012). O plasma do sangue retirado 60 e 120
min apdés a administracdo de 1 foi inativado para desnaturacdo das
imunoglobulinas. As culturas tratadas com o plasma dos animais que
receberam o veiculo foi considerada como 100% de crescimento. Os

resultados estdo apresentados na tabela 13.
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Tabela 13: Efeito do plasma diluido de camundongos que ingeriram 4-
nerolidilcatecol sobre formas sanguineas de P. falciparum in vitro.

% de Inibicdo do Plasma % de Inibicdo do Plasma
o 60 min? 120 min
Diluigao do
plasma Cepallsolado de campo Cepallsolado de campo
K1 3D7 M1 M2 K1 3D7 M1 M2
01:10 86,3 73,3 58,6 82,9 58,5 51,7 56,5 18,6
01:20 86,3 0 0 57 12,6 216 30,2 1,4
01:40 0 0 0 0 0 0 0 0

a:% de inibicdo calculada pela comparagdo da parasitemia dos pogos teste (que
receberam o plasma dos camundongos tratados com 1) com a parasitemia dos pogos
qgue receberam o plasma dos camundongos tratados com o veiculo). P valor < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

O plasma do sangue dos camundongos retirado apos 60 min de
ingestao de 1 inibiu 86,3-58,6% do crescimento do P. falciparum in vitro na
diluicdo 1:10, tendo o efeito diminuidos nas diluigdes seguintes. A atividade do
plasma retirado 120 min apds a ingestao de 1 foi significativamente menor em
relagdo ao anterior, sugerindo uma diminuicdo dos niveis plasmaticos dos
metabdlitos ativos. Rezende et al. (2004) demonstrou que 1 administrado via
intravenosa apresentou larga distribuicdo e uma rapida eliminagdo, o que €
esperando para drogas lipofilicas como 1. Semelhantemente ao observado por
Sala-Neto (1992) para os extratos de P. peltatum, nossos dados demonstram
que a ingestdo de 1 produz metabdlitos que sdo pouco ativos frente o
P. berghei mas inibem P. falciparum in vitro. O plasma dos animais que
receberam cloroquina nado apresentou atividade inibitéria nas linhagens de
P. falciparum testadas, o que esta associado a sub-dose de cloroquina utilizada

Nno ensaio uma unica vez.

1 € a substancia majoritaria no extrato etandlico da raiz de P. peltatum
com rendimento > 5% (m/m) da raiz seca. Dado o interesse no grande espectro
de atividades bioldgicas de 1, foram realizados estudos de propagacao de P.

peltatum com o objetivo de obter 1 em grande escala para estudos
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farmacoldgicos. Pinto et al.,, (2010) padronizaram o6timas condi¢gdes para
producdo de 1 a partir do cultivo de P. peltatum com um rendimento de 27 kg
da substancia por hectare de planta cultivada. Os efeitos biolégicos de 1
mencionados anteriormente e a possibilidade de produzir o composto em
grande escala encorajam pesquisas para desenvolver esta substancia como
um possivel medicamento da Amazénia, uma vez que o uso sustentavel dos
recursos naturais € uma das melhores formas de preservacao (CALDERON et
al. 2009). Por isso foram preparados derivados semi-sintéticos visando
melhorar a estabilidade do composto e as propriedades farmacolégicas (PINTO
et al. 2009). A producao de derivados semi-sintéticos € uma importante etapa

no desenvolvimento de novos farmacos.

Os derivados de 1, 1,2-O,0-diacetil 4-nerolidilcatecol (12) (figura 6) e
1,2-0, O-dibenzoil 4-nerolidilcatecol (5) (figura 4) foram testados para atividade
antimalarica in vivo em camundongos BALB/c infectados com P. berghei em
trés experimentos independentes. Os resultados da inibicao do crescimento do
P. berghei pelas substancias e a média de sobrevida de cada grupo testado

esta apresentado na tabela 14.

O derivado 12 apresentou uma importante atividade inibitéria in vivo
frente a P. berghei. Na dose mais alta de 600 mg/kg/dia, houve uma supressao
da parasitemia no quinto dia apds inicio do tratamento de 72% quando foi
administrado pela via subcutanea, e de 64% quando administrado pela via
oral. Na dose de 50 mg/kg/dia, uma dose bastante utilizada na identificagdo de
novas drogas na malaria murina, a atividade inibitéria permaneceu acima de

30% no 5° e 7° dia de observagao em ambas as vias de administragao.

Os dados demonstram uma atividade dose-dependente uma vez que na
dose de 10 mg/kg/dia a atividade decai para o nivel zero na via subcutanea e
se apresenta muito baixa na via oral. Nao foram observadas diferencas
significativas nos niveis de inibicdo dos animais tratados pela via oral e
subcutanea com 12, sugerindo que introdu¢cdo de dois grupos acetil nas
hidroxilas fendlicas mantém a substancia ativa e estavel nas duas vias de

administracgao.
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Tabela 14. Supressao in vivo do crescimento de Plasmodium berghei em
camundongos apés tratamento oral e subcutaneo com O,O-diacetil 4-
nerolidicatecol (12) e 1,2-0,0-dibenzoil 4-nerolidicatecol (5).?

Dose o o Média da sobrevida
Inibicdo da parasitemia (%) b
(mg/kg) + DP (dias)
Oral Subcuténea Oral  Subcuténea

Dia 5 Dia 7 Dia 5 Dia 7

1,2-0, O-diacetil 4-

nerolidlcatecol (12)

600 64 56 72 70 22+2 22+3
200 62 48 60 66 213 19+3
50 44 32 33 37 18+4 19+4
10 23 12 0 0 203 17+2

1,2-0, O-dibenzoil 4-

nerolidlcatecol (5)

200 46 28 48 17 2113 2012
50 27 23 32 0 202 1914
10 0 0 0 0 1941 1714
Chloroquine
10 100 99 99 99 > 40 >40
Controle 19+ 4 21+ 3

@ Compostos foram testados no modelo da malaria de roedor com P. berghei NK65. Foram
administrados pela via oral e subcutanea em diferentes doses por 4 dias e a parasitemia foi
monitorada no 5° e 7° dia de acordo com o protocolo estabelecido por Peters, 1965.

®Média + desvio padrao (dois experimentos independentes).
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O derivado 5 apresentou niveis de redugcado de parasitemia mais baixo
em relagdo ao derivado 12, com a inibigdo maxima obtida de 48% no 5° dia de
observagcdo quando administrado pela via subcutanea, mas ainda ¢
considerado ativo. No 7° de observagao observou-se uma diminuicdo da

atividade em relagédo ao 5° em todas as doses das duas vias de administragao.

E importante notar que estudos antimalaricos in vivo em roedores
publicados recentemente tem considerado amostras que causam supressao de
parasitemia 230% em doses de 50-100 mg/kg/dia como parcialmente ativa e
indicadas para continuidade de estudos farmacolégicos (ANDRADE et al. 2007;
KRETTLI et al. 2009). Coutinho et al. (2013) coinsiderou ativo os compostos
que inibiram mais que 40% a parasitemia em doses entre 100-50 mg/kg/dia.
Naftoquinonas adminsitradas na dose de 100 mg/kg/dia foram consideradas
ativas ao inibir a parasitemia em 53% (REZENDE et al. 2013). Ademais, drogas
clinicamente utilizadas tais como a quinine (DEs,=34 mg/kg/dia frente ao
P. berghei ANKA) (GARAVITO et al. 2012) e derivados de artemisinina como
artesunato de sddio (recrudesceu na dose de 80 mg/kg/dia) (LOMBARD et al.
2013), podem nao ter atividade o6tima no modelo murino, mas tem valor
terapéutico inquestionavel. Desta forma, a producdo e estudos in vivo em
modelos de roedores de um numero maior de derivados de 1 devem ser

realizados para otimizar a estrutura do composto.

Nao houve melhora significativa no tempo de sobrevida dos animais em
relagdo ao controle em nenhum dos grupos testados com os compostos 12 ou
5, embora os animais tratados pela via oral com 600 mg/kg/dia de 12 tenham
tido um tempo médio de sobrevida de 22 + 2 dias.Nos grupos controle positivos
tratados com cloroquina na dose de 10 mg/kg/dia foi observado uma inibi¢cao
entre 99-100% em todos os dias de observagdo com uma sobrevida média

superior a 40 dias.

As modificagdes moleculares de mono-O ou di-O,0 grupos substituintes
em 1, ndo aumentaram significativamente a atividade antimalarica in vitro
frente o P. falciparum, porém conferiram grande estabilidade relativa para 1
(PINTO et al. 2009; LIMA et al. 2013). Os dois derivados aqui testados

apresentaram efeito antimalarico in vivo superior ao anteriormente relatado
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para 1. O derivado 5 apresentou atividade boderline na dose de 200 mg/kg/dia
com 48% de inibigao, considerada mediana dada a alta dose.

Ao contrario do que foi observado com 1 e 5, a adicao do grupo acetil
nas duas hidroxilas fendlicas que produziu 12 conferiu um aumento significativo
da atividade in vivo deste derivado em relagéo ao produto original. Na dose de
200 mg/kg/dia é possivel notar uma inibicdo da parasitemia de 66% no dia 7,
ainda permanecendo ativo até a dose de 50 mg/kg/dia. E interessante ressaltar
que nao houve morte nem sinais de intoxicagdo em nenhum animal tratados
com 2000 mg/kg de 12 no teste de toxicidade aguda, que é uma dose
extremamente alta (dados nao mostrados).

Acredita-se que o aumento da atividade antimalarica in vivo do derivado
12 em relacdo a 1 deve-se a estabilizacdo que o grupo acetil-éster confere a
molécula pelo seu efeito retirador de elétrons, o que diminui a susceptibilidade
de 12 a oxidacdo e outras reacdes. E razoavel assumir que alguns grupos
substituintes tais como grupo acetil, sofrem rapida hidrélise em condi¢des
fisiologicas pela acdo de enzimas especificas e nao-especificas nos tecidos
(LIMA et al. 2013), porém estas suposigdes precisam ser confirmadas com

estudos futuros de absorcgao, distribuicdo metabolismo e excre¢cao (ADME).
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2.4 CONSIDERAGOES FINAIS DO CAPITULO

Testes de atividade antimalarica in vivo em roedores constituem uma
atividade de pesquisa importante para a descoberta e desenvolvimento de
novos antimalaricos. A implementacao pioneira destas metodologias no Estado
do Amazonas durante o desenvolvimento da tese através da estruturacdo de
espacos fisicos adequados e formacado de recursos humanos representa um
grande avango para a pesquisa da malaria na regido. Os compostos aqui
testados, oriundos de plantas amazdnicas, demonstraram importante poder

inibitoério sobre as formas sanguineas de P. berghei in vivo.

O limondide 23 isolado do residuo da semente de C. guianense exbiu
significante atividade antimalarica in vivo. Futuros derivados desta substancia

devem ser preparados para melhorar sua atividade antimalarica.

4-Nerolidilcatecol (1) foi pouco ativo, mas as modificagbes moleculares
que produziram os derivados 5 e 12 demonstraram-se eficientes ao aumentar a
atividade in vivo dos compostos, sendo o derivado 12 o que se mostrou mais
ativo in vivo. Este estudo ressalta a importancia de se continuar investindo na
producao de novos derivados de 1 para otimizacdo da atividade, e reafirma a
prova de conceito de que derivados de produtos naturais podem apresentar

propriedades farmacolégicas melhores que seus produtos naturais originais.

Dentre todas as substancias estudadas neste capitulo a elipticina (9) e
olivacina (10) se mostraram as mais ativas no modelo experimental da malaria
in vivo. O estudo comparativo com os demais alcaldides analogos destaca a
estrutura da elipticina e olivacina como um importante protétipo para o
desenvolvimento de drogas. Futuros estudos farmacoldgicos, toxicologicos e

quimicos relacionados a otimizagao da estrutura devem ser realizados.

Os principais compostos testados in vivo neste capitulo foram

conduzidos para estudos de mecanismo de acao descritos no capitulo a seguir.



Capitulo 3

ESTUDOS SOBRE OS MECANISMOS DE ACAO
ANTIMALARICO DE ALCALOIDES INDOLICOS E
DERIVADOS DE 4-NEROLIDILCATECOL.
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 Alvos terapéuticos e estudo do mecanismo de ag¢ao de drogas
antimalaricas.

Os avangos recentes no conhecimento da biologia do Plasmodium,
assim como a disponibilidade da sequéncia do genoma, forneceram uma gama
de alvos farmacolégicos para o desenvolvimento de novas drogas (MILLER et
al. 2013). Os parasitos da malaria possuem diversos sistemas metabdlicos
muito diferentes dos sistemas do hospedeiro, através dos quais eles se
adaptam ao ambiente especifico do hospedeiro. Enzimas ou vias metabdlicas
essenciais a sobrevida do parasito que sao ausentes em mamiferos, sobretudo
em humanos, sdo importantes alvos validados para o desenvolvimento de
novas drogas (JANA e PALIWAL 2007).

Nos ultimos anos esforgos cientificos tem sido realizados para prover
ferramentas quimicas e bioquimicas que permitam explorar a biologia de alvos
prioritarios do Plasmodium, e prové um ponto de partida para validagao destes
alvos. Um grande numero de alvos moleculares pode ser relacionado a fungdes
de estruturas distintas de organelas da fase sanguinea assexuada do
Plamodium spp (CROWTHER et al. 2011).

Entre os processos celulares do parasito que tem sido estudados como
alvos de drogas estdo (FIDOCK et al. 2004):

- no citosol: glicolise, sintese de proteinas, transducdo de sinais e

metabolismo de folatos (onde agem a pirimetamina, proguanil e sulfadoxacina);

- nas membranas celulares: sintese de fosfolipideos e transportadores

de membrana (onde agem alguns quinolinicos e artemisininicos);

- no vacuolo digestivo: hidrélise de hemoglobina, polimerizagao do heme
(onde age a cloroquina) e producdo de radicais livres (onde age a

artemisinina);
- na mitocondria: transporte de elétrons (onde age a atovaquona);

- no apicoplasto: sintese de proteinas, sintese e transcricdo de acidos
nucleicos, biossintese tipo Il de acidos graxos, biossintese de isoprendides e

prenilagao de proteinas (sem drogas disponiveis).
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Alguns destes processos, embora tenham alvos moleculares bem
definidos disponiveis para ensaios de high throughput, at¢ o momento
nenhuma droga do esquema terapéutico atual da malaria ou que esteja em
fase clinica de desenvolvimento foi descoberta a partir desta abordagem.
Porém screening de grandes bibliotecas de compostos em alvos moleculares
especificos tem revelado algumas substancias que apresentam boa atividade
in vitro (CROWTHER et al. 2011; GAMO et al. 2010; MILLER et al. 2013).

A maioria das drogas que ora sao utilizadas para tratar malaria nao
foram desenvolvidas com base na identificacdo racional em alvos moleculares
especificos, mas foram descobertas a partir de plantas popularmente utilizadas
para tratar malaria. A quinina foi isolada de Chinchona sp. e artemisinina
isolada de A. annua. Cloroquina, mefloquina e primaquina sao analogos de
quinina. Artesunato e artemeter sdo derivados diretos do produto natural
artemisinina. As demais drogas ja eram ativas contra outros patégenos (ex.
antifolatos e tetraciclinas). (FIDOCK et al. 2004).

Durante muitos anos, pouco se sabia sobre o mecanismo de acio e
resisténcia destas drogas, e isto ndo era percebido como um problema
importante uma vez que as drogas se mostravam eficientes. Com o surgimento
da resisténcia e a falta de controle da doenca se tornou clara a necessidade do
conhecimento dos possiveis pontos de vulnerabilidade do parasitao e dos
mecanismos basicos através dos quais as drogas agem, ndo s para gerar
novos medicamentos com novos mecanismos de acdo, mas também para

melhor utilizacdo dos medicamentos disponiveis (GAMO et al. 2010).

Desta forma, as drogas tradicionais tiveram seus mecanismos de agao
estudados através de uma abordagem “reversa” onde procurou-se no parasito
os sitios de interacdo molecular de drogas ja clinicamente validadas. Os
sistemas biologicos no parasito onde estas drogas agem sao importantes
alvos, para o estudo de outras substancias potencialmente ativas. Um exemplo
pertinente é a cloroquina que age no vacuolo digestivo inibindo a polimerizagao

do heme, conforme sera discutido posteriormente (THOME et al. 2013).

Com o objetivo de propor possiveis mecanismos de agao antimalarico

para as substancias ativas in vitro e in vivo estudadas pelo nosso grupo de
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pesquisa, neste trabalho focalizamos a via de biossintese de isoprendides e o
processo de polimerizacdo do heme e formagcdo de hemozoina, que sédo as
vias que possivelmente se relacionam com os principais compostos aqui

estudados.

3.1.2 Polimerizagao do heme e formacgcao de hemozoina

Durante seu estagio sanguineo, € conhecido que o parasito da malaria
digere de 60% a 80% da hemoglobina presente nos eritrocitos. Este processo
ocorre no vacuolo digestivo do parasito e € catalisado por enzimas
proteoliticas. E amplamente aceito que os aminoacidos provenientes da
degradacdo sao fonte de alimento para o parasito, e recentes evidéncias
confirmam que uma pequena fracdo destes aminoacidos é utilizada para a
sintese de proteina. Durante o processo de degradagao todo o heme presente
na hemoglobina é liberado para o vacuolo digestivo. O ferro é oxidado de
Fe(ll) a Fe(lll) por mecanismos ndo muito bem esclarecidos, embora presuma-

se que o O, atue como oxidante (EGAN 2008).

O parasito converte o0 heme téxico no composto hemozoina nao-téxico
por um mecanismo conhecido como formagao de hemozoina e este processo &
considerado o mais importante mecanismo de detoxificagdo do heme em
Plasmodium sp. O mecanismo de formacao de hemozoina ainda nio esta bem
esclarecido. Embora a formacdo de hemozoina seja geralmente aceita como
um processo de biomineralizagdo pelo qual o heme livre € rapidamente
convertido no cristal de hemozoina, outras teorias tem sido propostas (KUMAR
et al. 2007). Na Figura 11 temos representada uma das propostas para a

estrutura quimica da hemozoina.

A formacao de hemozoina é um alvo validado para a maioria das drogas
antimalaricas ja existentes e é considerada como um alvo adequado para o
desenvolvimento de novos antimalaricos. A natureza quimica de novos
compostos que mostram atividade antimalarica por meio da inibicdo da

formagdo de hemozoina é interessante pois podem ajudar a conceber futuros
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antimalaricos com potencial terapéutico contra cepas multi-resistentes de
Plasmodium sp (CHONG e SULLIVAN 2003).

N
T

Figura 11. Estrutura molecular da hemozoina proposta por Egan (2008).

A cloroquina € o principal exemplo de droga antimalarica cujo
mecanismo de agao esta relacionado a inibicao da formacdo de hemozoina.
Embora o mecanismo de agao da cloroquina ainda n&o esteja completamente
elucidado, acredita-se que a cloroquina acumula-se no interior do vacuolo
digestivo e liga-se a hematina, um produto intermediario da formacado de
hemozoina. A hematina livre interfere no processo de detoxificagdo do heme o
que conduz a danos na membrana por peroxidagao lipidica (THOME et al.
2013).
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3.1.3 Via de biossintese de isoprendides em Plasmodium falciparum

Através da analise de biologia celular e molecular foi percebida que a
maioria dos membros do filo Apicomplexa abriga uma organela parecida com
um plastideo, chamada de apicoplasto, a qual provavelmente € derivada a
partir do engolfamento de algas vermelhas em tempos remotos. Presume-se
que no apicoplasto exista um numero de vias metabdlicas unicas néao
encontradas em hospedeiros vertebrados, tornando-o a fonte ideal para alvos
de drogas, das quais a via de biossintese de isoprendides € uma das mais
importantes (RALPH et al. 2004).

Os isoprendides compreendem um vasto grupo de compostos,
consistindo-se um dos maiores grupos de produtos naturais presentes em
todos os organismos eucariontes e procariontes. Acredita-se que existam mais
de 35.000 membros desta classe com estruturas e fungbes distintas. Todos
estes compostos sdo sintetizados a partir de dois blocos estruturais com 5
carbonos: isopentenil-pirofosfato (IPP) e dimetil-alil-pirofosfato (DMPP), que
apods reacgdes de condensacao, ciclizacdo e oxidagdo do esqueleto carbdnico
formam a variedade de compostos que conhecemos. Muitos tipos de
isoprendides (esterdides, colesterol, retindides, ubiquinonas e grupos de
proteinas preniladas) sdo essenciais ao funcionamento do maquinario celular
(JORDAO et al. 2011).

Durante décadas acreditou-se que em todos o0s organismos, 0s
precursores IPP e DMPP eram sintetizados apenas pela via do mevalonato
(MVA) descrita pela primeira vez na década de 1950 (LYNEN 1967). Todas as
enzimas que atuam nas etapas de biossintese da via MVA foram isoladas e
estudadas em diferentes organismos, tanto animais como vegetais. Em seres
humanos os isoprendides sao sintetizados exclusivamente por esta via
(SPURGEON 1981).

No inicio dos anos 1990s aumentaram as evidéncias de uma via
alternativa para sintese dos precursores isoprénicos. Rohmer e Arigoni
realizaram um estudo sobre a biossintese de hopandides (esterdis triterpénicos

pentaciclicos) usando [1-">C] acetato de sédio como precursor e comprovaram
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a existéncia dessa via em bactérias, denominada de via independente do
mevalonato (nMVA) ou via do 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) (figura 12),
nome do primeiro precursor exclusivo da via (DISCH et al. 1998; ROHMER
1998; ROHMER 1999). Enquanto os mamiferos, algumas eubactérias e o
citosol de plantas e fungos utilizam a via do mevalonato, a via do nao-
mevalonato € encontrada em algas, cianobactérias, nos cloroplastos de
plantas, eubactérias e parasitos do filo Apicomplexa (incluindo Plasmodium
spp.) (VAN DER MEER e HIRSCH 2012).

Vérias tentativas de fornecer evidéncias da existéncia da via do
mevalonato em P. falciparum levaram a resultados inconclusivos. Finalmente
Jomaa et al. (1999), demonstraram a existéncia da via MEP nesse parasito
através da inibicao da via por fosmidomicina, e também encontrando os genes
de duas enzimas da via, a DOXP sintase e DOXP redutoisomerase no
P. falciparum. Cassera et al. (2004) caracterizou bioquimicamente todos os
intermediarios da via MEP em P. falciparum, com excegdo do ultimo
intermediario, comprovando que essa via € funcional nesse parasito.
Atualmente, essa via € considerada a unica via de biossintese de isoprendides
em P. falciparum. A biossintese de quase todos os produtos finais da via dos
isoprendides ja foi evidenciada no P. falciparum. Cada um dos compostos
desempenha papéis cruciais para a fisiologia e consequentemente a sobrevida
do parasito (COUTO et al. 1999; D'ALEXANDRI et al. 2006; SUSSMANN et al.
2011; TONHOSOLO et al. 2009; TONHOSOLO et al. 2010).

Apos a biossintese das unidades de IPP e DMPP pela via MEP, estes
dois metabdlitos se ligam pela acdo de enzimas chamas preniltransferases,
adando origem ao geranil pirofosfato (GPP, 10 carbonos). O GPP é ligado a um
IPP, originando o farnesil pirofosfato (FPP, 15 carbonos), que por vez é ligado
a mais uma molécula de IPP, dando origem ao geranilgeranil pirofosfato
(GGPP, 20 carbonos) (figura 13). A partir desse ponto, a cadeia isoprénica
pode continuar a ser aumentada pela adicdo de moléculas de IPP, formando
ubiquinonas, dolicéis e vitaminas, ou duas moléculas de GGPP podem ser
ligadas e dar origem ao fitoeno, molécula-base para a biossintese de
carotendides (JORDAO et al. 2011; TONHOSOLO et al. 2009).
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Figura 12: Via MEP para biossintese de isopentenil-pirofosfato (IPP) e dimetil-
alil-pirofosfato (DMPP): piruvato; GAP, gliceraldeido-3-fosfato; DOXP, 1-deoxi-D-
xilulose 5-fosfato; MEP, 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato; CDP-ME, 4-difosfocitidil-2 C-metil-
D-eritritol; CDP-ME, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato; MEcPP, 2C-metil-D-
eritritol-2,4-ciclodifosfato; HMBPP, 1-hidroxi-2-metil-2-butenil 4-difosfato. Enzimas:
DXS, 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato sintetase; DXR, 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase; MCT, 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato citidil-transferase; CMK, 4-
(citidina-5’-difosfo)-2 C-metil-eritritol quinase; MCS, 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato
sintase; GcpE, hidroximetilbutenil difosfato sintase; lytB, hidroximetilbutenil difosfato
redutase (VAN DER MEER e HIRSCH 2012).
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Os produtos finais da via de biossintese de isoprendides sintetizados a
partir de IPP e DMPP ja caracterizados em P. falciparum estao representados
na figura 13. A ubiquinona ou coenzima Q (figura 13) € um importante
carreador de elétrons, e foi determinada a presenca de duas ubiquinonas
contendo 8 e 9 unidades isoprénicas ligadas ao nucleo 2,3-dimetoxi-5-metil-
1,4-benzoquinona em P. falciparum, as quais sao sintetizadas na mitocéndria

do parasito e é intensamente utilizada no metabolismo (JORDAO et al. 2011).

/@\
O-PP
%AO—PP
DMPP
l IPP

HO i Geranil PP (C10)

Esteroides €« N NN opp

Colesterol ’ -

Heme A \L Farnesil PP (C15)
Proteinas
Farnesiladas ‘1’
X x N"opp

Proteinas
dolicoiladas

o o) Proteinas
Geraniladas

XTs 8

|Menaquinona(K2)| | Filoguinona(K1) |

Geranilgeranil PP (C20)

Figura 13: Diagrama representando a biossintese de produtos finais da

via de isoprendides em P. falciparum (JORDAO et al. 2011).

Dolicéis (Figura 13) sao isoprendides de longas cadeias com numero
variavel de unidades isoprénicas. Estdo diretamente relacionados a processos
de glicosilacdo e ancoragem de proteinas. Pesquisas demonstraram a
presenca de dolicol de 55 e 60 carbonos no parasito evidenciando que as
formas intra-eritrocitarias de P. falciparum sintetizam dolicéis de 11 e 12

unidades isoprénicas nos trés estagios parasitarios, sendo mais evidente nos
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esquizontes (COUTO et al. 1999; D'ALEXANDRI et al. 2006). Esta foi a
primeira vez que tal estrutura foi descrita em representantes do Phylum

Apicomplexa.

Estudos demonstraram que terpenos que apresentaram alta atividade
antimalarica in vitro inibiram determinados pontos da biossintese de
isoprendides em P. falciparum diminuindo drasticamente a produgao de alguns
metabdlitos da via como dolicdis e ubiquinonas (RODRIGUES GOULART et al.
2004). Todas estas evidéncias sinalizam que a via MEP de biossintese de
isoprendides em P. falciparum é funcional e importante para a sobrevida do

parasito, e portanto um alvo interessante para novas drogas.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Substancias quimicas

Para os testes de mecanismo de agao foram selecionadas substancias
puras que apresentaram boa atividade antimalarica in vitro frente o
P. falciparum (tabela 6, capitulo 1) e in vivo frente o P. berghei (tabelas 10 e 13

capitulo 2) obtidos conforme descrito no item 1.2.1 do primeiro capitulo:

- Alcaléides inddlicos elipticina (9), olivacina (10) e triflato de criptolepina
(11a);

- Dois derivados de 4-nerolidilcatecol (1): 1,2-O,0-diacetil 4-

nerolidlcatecol (12) e 2-O-benzil 4-nerolidicatecol (4).

Os testes de mecanismo de acdo adotados foram escolhidos com base
no entendimento da natureza quimica das substancias estudadas. Alcaloides
inddlicos sédo sugestivos de inibir a formacao de hemozoina (EGAN 2008) e a
cadeia lateral de 4-nerolidilcatecol possui muita semelhanga com alguns
intermediarios da via dos isoprendides forme sera apresentado na discussao.
Uma vez que 1 é instavel, o estudo de mecanimso de agao foi conduzido com

0s seus derivados.

3.2.2 Teste de inibicdo de formagao de hemozoina

O teste de inibicdo de formacdo de hemozoina foi realizado no
Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisa René Rachou (CPgRR-
FIOCRUZ) em Belo Horizonte-MG, sob a orientagdo da Dra. Antoniana Krettli.
Foram testadas neste ensaio as substancias: elipticina (9), olivacina (10),
criptolepina (11a), O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol (12) e 2-O-benzil 4-
nerolidlcatecol (4). Como controle positivo foi utilizado o sulfato de Cloroquina
(Sigma-Aldrich).

O ensaio foi realizado conforme descrito em Ncokazi (2005) com

modificagdes descritas em Aguiar (2012). A cloroquina foi dissolvida em agua e
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as demais substancias em metanol nas concentragdes testes que variaram de
40 a 0,156 mg/mL. As diluicbes de cada amostra foram testadas em ftriplicata.
Em uma microplaca de 96 pogos com fundo oval foram adicionados 20 pL de
solucdo das substancias nas concentragdes teste, aos quais foram adicionados
101 pL de solugdo de hematina bovina (Sigma-Aldrich) a 1,68 mM diluido em
NaOH 0,1M. A cada poco foi adicionado 58 uL de tampéao acetato de sédio
12M sob agitacdo constante e temperatura de 60°C. A placa foi incubada em
banho-maria a 60°C por 1 h, sendo posteriormente centrifugada a 500g por 8

min.

O sobrenadante foi descartado e os cristais de hemozoina presentes nos
pocos foram redissolvidas em 200 yL de NaOH 0,1 M e transferidos para outra
microplaca de fundo chato. A placa foi lida por uma leitora de ELISA no
comprimento de onda de 405 nm. O resultado foi expresso em porcentagem de
inibicdo de produgcdo de hemozoina onde os pogos controle sem as
substancias teste representam 100% de formagdo de hemozoina. Foram
realizados trés experimentos independentes com cada substancia. Na analise
de correlagao foram utilizados os testes de Pearson (dados paramétricos) e
Spearman (dados n&o-paramétricos). Todos os testes foram considerados

significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.

3.2.3 Avaliacao do efeito de derivados de 4-nerolidilcatecol sobre a via de
biossintese de isoprendides em Plasmodium falciparum in vitro

O teste metabdlico de inibicdo da via de biossintese de isoprendides em
P. falciparum foi realizado no Laboratério de Malaria do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB-USP), sob a orientagdo do Dr. Alejandro Katzin. Foram testadas
neste ensaio as substancias: O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol (12) e 2-O-benzil 4-

nerolidlcatecol (4).
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3.2.3.1 Tratamento de culturas de Plasmodium falciparum com derivados
de 4-nerolidilcatecol e marcagcao metabdlica com radioisétopo para
analise de isoprendides:

Para avaliar o efeito dos derivados de 1 sobre a biossintese de
isoprendides foi utilizado o protocolo descrito em Rodrigues Goulart (2004). A
cepa 3D7 utilizada no estudo foi cultivada conforme descrito no item 1.2.2 do
material e métodos do capitulo 1. Culturas assincrénicas de P. falciparum
foram tratadas ou nao-tratadas por 30 h com 4 e 12, na concentragédo de 4 yM
e marcadas metabolicamente com  [1-(n)-*H]geranilgeranilpirofosfato
(°H]GGPP) (16.5 Ci/mmol, 3,125 uCi/mL; Amersham), por 18 h na presenca
das substancias. Posteriormente, os diferentes estagios intraeritrocitarios de
P. falciparum foram purificados por um gradiente descontinuo de Percoll® de
40/70/80% (BRAUN-BRETON et al. 1986), o qual separa esquizontes (30 - 45
h), trofozoito (20 - 30 h), anéis (1 - 20 h) e eritrocitos nao-infectados. Os
parasitos foram liofilizados e submetidos a extragbes lipidicas com hexano (3
vezes; 0,5 mL cada). O pool de extrato foi secado com auxilio de um fluxo de
nitrogénio e ressuspendido em 500 uL de hexano. Cada extrato foi dividido em
duas aliquotas para analise de dolicéis ou cadeias isoprénicas ligadas a

coenzima Q em HPLC.

3.2.3.2 Anadlise e purificagao por RP-HPLC dos intermediarios da
biossintese de isoprendides em Plasmodium falciparum

Para analise de dolicdis e ubiquinonas as aliquotas dos extratos
hexanicos de cada estagio purificado do parasito (anel, trofozoita e esquizonte)
tratado e nao tratado foram monitoradas para radioatividade. As amostras
foram submetidas a RP-HPLC (Reverse Phase High performance liquid
chromatography) em coluna Phenomenex Luna C18 (250 mm x 4.6 mm)
acoplada a bomba Gilson HPLC 322 pump, conectada ao detector de UV
Gilson 152 variable UV/visible. As fragdes purificadas foram coletadas pelo
Gilson fraction collector FC203B e o programa UNIPOINT™™ System Software

foi utilizado para analisar os cromatogramas obtidos.
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Para analise de dolicois o gradiente de eluigcao utilizado foi: MeOH/H,0O
(9:1, v/v) (solvente A) e Hex/i-PrOH/MeOH (1:1:2, v/viv) (solvent B). Realizou-
se um gradiente linear variando de 5% a 100% do solvente B, num periodo de
25 min acrescidos de 5 min finais apenas com solvente B. O eluente foi
monitorado a 210 nm sob fluxo de 1,5 mL/minuto. Fragdes de 0,5 min foram
coletadas, as quais depois da evaporacgao do solvente foi adicionado liquido de
cintilacéo e a radioatividade foi monitorada pelo numero de cpm (contagem por
minuto) em contador Beckman 50008-radiation scintillation. Foram utilizados
como padrao solugdes de dolicdis de 11 e 12 unidades isoprénicas a 100 uM
(RODRIGUES GOULART et al. 2004).

Para analise das cadeias de ubiquinonas os extratos hexanicos foram
secados, ressuspendidos em MeOH, e coinjetados com os padrées Q% e
menaquinone. Um sistema isocratico com MetOH/EtOH (50:50, v/v) foi utilizada
em um fluxo de 1,0 mL/min com fragées sendo coletadas em intervalos de 0,5
min. A eluicao foi detectada a 275 nm. ApoOs a evaporagado dos solventes foi
adicionado liquido de cintilacdo as fragdes purificadas e estas foram
monitoradas quanto a radioatividade pela contagem de cpms em contador
Beckman 5000(-radiation scintillation (TONHOSOLO et al. 2010).

A analise estatistica comparativa das areas dos picos proveientes dos
cromatogramas de HPLC de extratos hexanicos de culturas de P. falciparum
tratadas versus nao-tratadas com derivados de 1, foi realizada para dolicois e
ubiquinonas. A fim de determinar os possiveis efeitos inibitérios das
substancias durante o tratamento, o grau de inibicao foi estimado para cada

metabdlito analisado (dolicois e ubiquinonas).

Apos avaliar a normalidade da populagao, o test-t Student foi aplicado
aos dados, adotando com como hipétese nula (Ho) a igualdade das médias
entre as populacdes dos parasitas nao-tratados (controle) e parasitas tratados
(limites de confiangca de 95%). A média de inibicdo foi estimada com uma

significancia de 95% para cada fase do experimento.
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3.2.3.3 Tratamento de culturas de Plasmodium falcipaum com derivados
de 1 e marcacao metabdlica para andlise da inibicao da sintese de

proteinas

Com a finalidade de observar a possivel inibicdo da sintese global de
proteinas pelos derivados de 1, culturas assincrénicas de P. falciparum foram
tratadas ou néao-tratadas por 48 h com 4 e 12, e marcadas nas ultimas 18 h
com [1-"C]JCHsC;Na (acetato de soédio), que é incorporado em todas as
proteinas no metabilismo primario (OLSZEWSKI et al. 2011). Posteriormente, os
diferentes estagios intraeritrocitarios de culturas de P. falciparum foram
purificados como mencionado acima, para as analises em gel de SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio).
ApOs a purificagdo, cada estagio (anel, trofozoita e esquizonte) foi lisado com o
dobro de seu volume em uma solugdo de 10 mM de Tris-HCI pH 7.2, 150 mM
de NaCl, 2% de Triton X-100 (v/v), 0.2 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), 5 mM de iodoacetamida, 1 mM de N-(p-tosil-lisina) clorometilcetona

(TLCK) e 1 ug/ml de leupeptina.

Apos a incubacdo por 15 min a 4°C, os lisados foram
centrifugados a 10.000 g por 30 min e os sobrenadantes foram estocados em

nitrogénio liquido para a analise posterior em gel de eletroforese (SDS-PAGE).

3.2.3.4 Gel de eletroforese em poliacrilamida na presenc¢a de dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE)

SDS-PAGE foi realizado com um gel de 12,5% conforme descrito por
Laemil (1970). As proteinas extraidas dos estagios de anel, trofozoita e
esquizonte tratados e nao-tratados com 4 e 12 foram dissolvidos em tampéo
SDS e aplicados em cada poco do gel para analise. Apos a corrida, o gel foi
incubado com Amplify (Amersham) por 40 min, secado e exposto com um filme
Kodak X-Omat (Amersham) a -70°C por 60 dias. Decorrido este periodo, a

auto-radiografia foi revelada.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, alguns dos compostos que apresentaram atividade
inibitéria na proliferacdo de P. falciparum in vitro e P. berghei in vivo foram
testados frente a alvos moleculares prioritarios do Plasmodium através de
ensaios quimicos e bioquimicos na tentativa de se elucidar seus possiveis
mecanismos de acdo. Diante da grande variedade de alvos moleculares que
tem sido apresentada para o Plasmodium, priorizamos dois alvos que
possivelmente estariam relacionados com a natureza quimica dos compostos:

inibicdo da formacao de hemozoina e via de biossintese de isoprendides.

Os alcaldides inddlicos foram direcionados para testes de inibicdo de
hemozoina pelas caracteristicas quimicas da molécula (planaridade do sistema
heterociclico com nitrogénios basicos, figura 5) e evidéncias na literatura da
interacdo de alcaldides inddlicos planares com hemozoina (EGAN 2008;
CHONG e SULIVAN 2003; LAVRADO et al. 2008), conforme sera discutido na
proxima secdo. O anel aromatico planar e a cadeia lateral alquil apolar dos
derivados de 4-nerolidilcatecol também s&o indicativos de uma possivel

interacdo como o grupo heme (EGAN 2008).

Os derivados de 4-nerolidilcatecol (figura 4) foram direcionados para
testes de inibicdo da sintese de isoprendides em P. falciparum pela
similaridade da cadeia lateral alquil (nerolidil) com alguns intermediarios dessa
via metabdlica (figura 13) e também evicéncias da literatura (RODRIGUES-
GOULART et al. 2004) indicando que terpenos semelhantes ao
4-nerolidilcatecol (figura 18) inibiram a biossintese de alguns intermediarios da

via dos isoprendis conforme sera discutido na segéo 3.3.2 deste capitulo.

3.3.1 Inibicao da formagao de hemozoina pelos alcaléides inddlicos e
derivados de 4-nerolidilcatecol

Os alcaloides indolicos elipticina (9), olivacina (10) e triflato de criptolepina
(11a) juntamente com os compostos semi-sintéticos 2-O-benzil 4-

nerolidicatecol (4) e O,O-diacetil-4-nerolidilcatecol (12) foram avaliados quanto
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a sua capacidade de inibir a formacao de hemozoina. Dos alcaldides inddlicos
estudados in vitro no primiero capitulo (tabela 6), 9,10 e 11a aram os Unicos
que tinham quantidade suficiente de massa para estes testes de mecanismo de
acao. Da mesma forma, dos derivados de 4-nerolidilcatecol, 4 e 12 eram os
que haviam apresentado boa atividade antimalarica in vitro (tabela 6) e que
estavam disposiveis em quantidade suficiente de massa para os testes de

mecanismo de agao.

Foi utilizado o protocolo in vitro quimico que mimetiza o ambiente in vivo
do vacuolo digestivo do parasito, onde o heme resultante da degradacéo da
hemoglobina é polimerizado para formacado de hemozoina (NCOKAZI e EGAN
2005). Nos pocos controle da placa de teste, onde as condi¢cdes sao favoraveis
a formagao de hemozoina, a densidade 6ptica é considerada como 100% de
formacao de hemozoina. Quanto menor a quantidade de hemozoina formada
nos pogos contendo as substancias testadas, maior € a capacidade dessas
substancias de inibir a formag¢ao de hemozoina. Neste protocolo a cloroquina é
utilizada como padrao positivo de atividade (AGUIAR et al. 2012). Foram
realizados trés experimentos independentes, onde cada amostra foi testada em
até sete concentragdes em triplicata. Diferencas significativas em relagédo ao

controle negativo foram consideradas quando p < 0,05.

Todos os alcaldides indodlicos apresentaram significativa inibicdo da
formagao de hemozoina in vitro (figura 14). Triflato de criptolepina apresentou
inibicdo de hemozoina semelhante a cloroquina na concentragédo mais alta de
40 mg/mL, e inibicdo superior a esta droga nas demais concentragbes

testadas.

As substancias naturais elipticina e olivacina nado foram testadas nas
contracbes de 40 e 20 mg/mL por problemas na solubilizagdo dessas
substancias nestas concentragdes, porém, mesmo na concentragdao de 10
mg/mL elipticina e olivacina inibiram a formagéo de hemozoina em 40% e 70%
respectivamente. Em todos os alcaldides inddlicos foi observada uma inibicao

da formacgao de hemozoina dependente da concentracao.
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Figura 14: Inibicao da formacao de hemozoina pela cloroquina(A), triflato
de criptolepina (B), elipticina (C), olivacina (D), 1,2-O,0O-diacetil 4-
nerolidilcatecol (E) e 2-O-benzil 4-nerolidicatecol (F). Diferengas
significativas em relagdao ao controle negativo foram consideradas
quando p < 0,05.
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Varios tipos de drogas antimalaricas sao conhecidos por exibir sua
atividade antimalarica através do aumento da concentragdo do heme livre
(téxico para o Plasmodium) pela inibicdo da formagao de hemozoina. Entre as
classes quimicas com esta capacidade estao as quinolinas, os azaois, isonitrilas,
xantonas, azul-de-metileno e seus derivados. A cloroquina é a droga classica
conhecida por inibir a formacgao de hemozoina. A interagcédo entre a cloroquina e
o sistema eletrénico da hematina conduz a formacao de adutos. O heme livre e
o complexo heme-cloroquina provoca estresse oxidativo que leva a
peroxidagao dos lipideos de membrana do parasito, danos no DNA, oxidagao
de proteinas e finalmente a morte do parasito (KUMAR et al. 2007; THOME et
al. 2013).

Nos ultimos anos algumas novas substancias que apresentam atividade
antimalarica tem demonstrado exercer seu efeito sobre o Plasmodium pelo
aumento da concentracdo do heme livre. Entre estas substancias estdo os
alcalodides inddlicos de origem natural e semi-sintética. A criptolepina isolada de
Cryptolepsis sanguinolenta é a principal representante desta classe, e tem sido
estudada com varias técnicas quanto ao potencial inibidor de formacédo de
hemozoina. Wrigth et al. (2001) estudou varios de seus derivados e analogos,
sendo 2,7-dibromocriptolepina a substancia com maior potencial inibidor de
formagcdo de hemozoina. Estas substancias também apresentaram alta
atividade antimalarica in vitro frente a cepas de P. falciparum sensiveis e

resistentes.

Lavrado et al (2011) produziram varios derivados de criptolepina que
juntamente com o composto original apresentaram alta afinidade de ligacao
com o heme e consequente inibicdo de formagdo de hemozoina. Nossos
resultados confirmam os dados da literatura em relacéo a este mecanismo de
acao proposto para criptolepina. Conforme apresentado na figura 14,
criptolepina apresentou alto grau de inibicado de formacao de hemozoina, sendo

esta inibicao superior a cloroquina em algumas concentragdes.

Elipticina (9) e olivacina (10) sao alcaldides naturais que apresentam alta
analogia estrutural com criptolepina (11a). O sistema poliheterociclico planar de

9 e 10 apresentam diferengas estruturais em relagdo a 11a pela adicao de mais
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uma metila. Diferencas estereoeletrénicas também podem ser observadas
devido a localizagao do nitrogénio nao-inddlico (figura 5). Estas caracteristicas
estruturais podem conferir a capacidade destas substancias de interagir com o
grupo heme e impedir a formagao de hemozoina, conforme apresentado na
literatura e confirmado pelos nossos dados. Uma das possiveis interacées
entre estes alcaldides inddlicos e o grupo heme, seria as do tipo pi-stacking
(interacbes de empilhamento), semelhante ao que acontece com o anel
quinolinico da cloroquina (THOME et al. 2013). Ao estudar compostos
antimalaricos com capacidade de inibir o crescimento do cristal de hemozoina
in vitro (inibition heme crystal growth: ICG), Chong e Sullivan (2003)
demonstraram que elipticina apresentou um 6timo efeito inibitério sobre o
crescimento do cristal de hemozoina (ICG,ICsp = 7,9 uM), comparavel a

cloroquina (ICG,ICso = 4,3 yM) e melhor que a quinina (ICG,ICsp = 17,1 pM).

Tem sido proposto que o mecanismo de acdo antitumoral da elipticina
esta relacionado a capacidade de sua cadeia altamente planar causar danos
no DNA por intercalagao, dado o alto grau de afinidade entre as bases in vitro.
A elipticina também inibiu topoisomerase Il de células tumorais in vitro
(MOODY et al. 2007). Recentemente, a formacao de adutos covalentes de
DNA mediados por oxidagao da elipticina pelo citocromo p450 e peroxidase foi
proposto como mais um possivel mecanismo de acao antitumoral (KOTRBOVA
et al. 2011). Dado que o Plasmodium apresenta algumas caracteristicas de
crescimento semelhante a células tumorais estes mecanismos de acao de

elipticina também podem estar relacionados com sua agao no parasito.

O derivado de 4-nerolidilcatecol, 12 (figura 4) apresentou boa atividade
inibitéria de formagao de hemozoina, com 50% de inibicdo na concentragao de
20 mg/mL, e decaimento da atividade em fungdo da diminuigdo da
concentracao. 4 (figura 4) apresentou baixos indices de inibicdo comparados
aos demais compostos testados, com inibicdo maxima préoximo a 20% na
concentragdo mais alta testada. Na concentragdo de 40mg/mL estes
compostos apresentaram problemas de solubilidade, ndo sendo possivel testa-

los nesta concentracao.
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O heme apresenta um carater lipofilico semelhante aos derivados de 1,
o que pode favorecer a interagdo entre estas substancias. E sugerido que a
calda planar do 1 juntamente com a estabilidade conferida pelo grupo acetil a
molécula (LIMA et al. 2013), tenham influenciado uma possivel intercalagao de
12 com a hemozoina em formacao. Estudos mostram que os oxigénios da
ponte endoperoxido da artemisinina tem alta afinidade com o ferro do grupo
heme contribuindo para o seu efeito inibidor de hemozoina (MESSORI et al.
2003). Da mesma forma € possivel que os oxigénios presentes em 12 também
tenham tido esse efeito quelante ao ferro formando complexos. Outra
possibilidade € que enquanto o anel aromatico de 12 promove interagdes tipo
pi-stacking, a cadeia lateral alquil interage com o heme por forcas de Van der
Walls. Essas possiveis interagbes com o heme/hemozoina mencionadas aqui
sdo comuns em drogas que agem inibindo a formagcao de hemozoina (KUMAR
2007).

A atividade diminuida de 4 pode ser explicada pelo impedimento
estérico do grupo substituinte benzil com tamanho maior que o grupo acetil de
12. Esta diminuicdo de atividade também foi observada no mecanismo de agao
relacionado a via de biossintese de isoprendides conforme discutido a seguir.
Tais proposicdes precisam ser confirmadas por estudos de docking molecular e

técnicas espectroscopicas.

3.3.2 Efeito dos derivados de 4-nerolidilcatecol sobre a via de biossintese
de isoprendides e biossintese de proteinas em Plasmodium falciparum.

O efeito dos derivados de 1, 2-O-benzil 4-nerolidicatecol (4) e 1,2-0O,0-
diacetil 4-nerolidicatecol (12) sobre a bissintede de isoprendides na cepa 3D7
de P. falciparum foi determinada pela marcagcdo metabdlica de parasitos
tratados e nao-tratados (4 uM de 4 e 12 por 36 h). O precursor radioativo
utilizado para marcagdo metabolica foi [1-(n)-*H]geranilgeranilpirofosfato
(PH]GGPP). E bem comprovado que o alongamento das cadeias de GGPP
pela adicao de unidades de IPP sob acao das enzimas preniltransferases leva

a formacao de dolicdis, sobretudo os de 12 unidades e as cadeias isoprénicas
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ligadas ao anel benzoquinona. Estudos de marcagao metabdlica realizados
pelo grupo do prof. Alejandro Katzin tem com provado que [°H]JGGPP marca
uma série de intermediarios e produtos finais da via dos isoprendides, incluindo
dolicéis e ubiquinonas (COUTO et al. 1999; D'ALEXANDRI et al. 2006;
SUSSMANN et al. 2011; TONHOSOLO et al. 2009; TONHOSOLO et al. 2010).

A cepa 3D7 foi utilizada no estudo por ser a cepa melhor caracterizada
bioquimica e geneticamente. Os extratos lipidicos de anéis, trofozoitas e
esquizontes foram analisados em RP-HPLC para dolicéis de 11 e 12 unidades
isoprenicas e ubiquinonas.

Nos plasmodios os isoprendides séo sintetizados a partir da via MEP
localizada no interior do apicoplasto conforme apresentado na revisdo de
literatura. Esta via metabdlica e sua localizagdo celular singular € muito
diferente (enzimas e intermediarios) das vias que sintetizam estes compostos
nos mamiferos, o que a torna um importante alvo para novas drogas. Nenhum
dos antimalaricos utilizados hoje na rotina clinica apresenta a inibigao da via de
biossintese de isoprendides como mecanismo de agao (JORDAO et al. 2011).

Tem sido demonstrado através de estudos metabdlicos que o
P. falciparum biossintetiza varios intermediarios e produtos finais da via dos
isoprendides como colesterol, carotendides, vitamina E, ubiquinona,
menaquinona, dolicéis além de proteinas geraniladas e farnesilada
(SUSSMANN et al. 2011; TONHOSOLO et al. 2009; TONHOSOLO et al. 2010;
VAN DER MEER e HIRSCH 2012). Tais compostos apresentam funcgdes
essenciais a sobrevida do plasmoédio, sendo relacionada inibicdo da
biossintese deles por substancias com a morte do parasito.

A figura 15 apresenta os niveis de radioatividade (cpm) observadas nas
fracbes contendo os dolicdis 11 e 12 do extrato hexanico obtido de culturas no
estagio esquizonte tratadas e n&o-tratadas com os derivados de 1. A
quantificacdo da radioatividade (cpm) das fracbes dos testes (tratados) foi
comparada com as do controle nao-tratado, este ultimo sendo considerado
como 100% de biossintese pela incorporagao do precursor radioativo. A analise
estatistica aplicada foi descrita no material e métodos.

As substancias 4 e 12 apresentaram um efeito inibitério significativo
sobre a biossintese de dolicol 12 nos parasitos testados, com inibicao de 41%

e 45% respectivamente. Nao foi observada inibigao significativa na biossintese
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de dolicol 11 nas culturas tratadas com 4 e 12. O fato de nossos experimentos
nao terem demonstrado efeito inibitério dos compostos sobre a biossintese de
dolicol 11 pode estar relacionado a baixa capacidade do [PHJGGPP para
marcar metabolicamente este intermediario como descrito por Couto et al.
(1999), e confirmado pelos baixos valores de cpm para dolicol 11 observados
na figura 15. Nao houve inibicao significativa da sintese de dolicois nos
estagios de anel e trofozoita.

Ancoras de (glicosilfosfatidilinositol representam a maior glico-
modificagdo de proteinas nos estagios intra-eritrocitarios de P. falciparum.
Ancoras de glicoproteinas N-ligadas requerem dolicil fosfato (dolicil-P) e dolicil
pirofosfato (dolicil-PP) como carreadores de diferentes constituintes
monossacarideos. Estas substancias terpenicas estdo diretamente
relacionadas com o mecanismo de diferenciacdo dos estagios intraeritrocitarios
assexuados de P. falciparum. A inibicdo deste processo também ja foi
evidenciada por outras substancias que inibiram o crecimento do
P. falciparum como a mevastatina (COUTO et al. 1999; JORDAO et al. 2011).
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Figura 15: Niveis de radioatividade das fragcoes contendo dolicéis 11 e 12
do extrato hexanico obtido de culturas no estagio esquizonte tratadas e
nao-tratadas por 48 h com 4,0 uM de 1,2-O,0-diacetil 4-nerolidilcatecol
(12) e 2-O-benzil 4-nerolidicatecol (4) apdés purificagao por HPLC.
Marcagio com [1-(n)-*H]geranilgeranilpirofosfato.

A biossintese das quinonas preniladas ubiquinona e menaquinona
também foi avaliada utilizando a incorporacdo do mesmo precursor radioativo

dos dolicois. Quanto a biossintese das cadeias isoprénicas ligadas ao anel
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benzoquinona os resultados das cpm das fracbes correspondentes ao tempo
de retencdo de ubiquinona-8 e menaquinona-4 dos extratos lipidicos de
esquizontes tratados e nao-tratados com 4 e 12, estdo apresentados na figura
16. O derivado 12 inibiu significativamente a biossintese de ubiquinona em
36% e biossintese de menaquinona em 41%. Quando as culturas foram
tratadas com a substancia 4 nao houve diferengas significativas na biossintese
das quinonas preniladas em relagdo ao controle nao-tratado, considerando-se
0% de inibicdo. Semelhante ao observado para os dolicois, ndo houve inibi¢cao
significativa na sintese ubiquinona-8 e menaquinona-4 nos estagios de anel e
trofozoita (dados ndo mostrados). Dos compostos testados aqui, 12 foi o Unico
capaz de inibir significativamente a sintese de ubiquinona e menaquinona com

indices de inibigdo de 36% e 41% respectivamente (Figura 16).
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Figura 16: Niveis de radioatividade das fragées contendo ubiquinona 8 e
menaquinona-4 do extrato hexanico obtido de culturas no estagio
esquizonte tratadas e nao-tratadas por 48 h com 4,0 uM de 1,2-0,0-diacetil
4-nerolidicatecol (12) e 2-O-benzil 4-nerolidicatecol (4) apés purificagao no
por HPLC. Marcagio com [1-(n)-*H]geranilgeranilpirofosfato,

Ubiquinona ou coenzima Q € um importante carreador de elétrons que é
ativamente sintetizado na mitocéndria do Plasmodium spp.. E sugerido que a
coenzima Q aja como um antioxidante para reagir contra os diferentes danos
oxidativos impostos pelo sistema imune do hospedeiro (DE MACEDO et al.
2002; NOWICKA e KRUK 2010). Vitamina K2 ou menaquinona € uma classica
vitamina lipossoluvel que regula algumas vias metabdlicas. Tonhosollo et al.

(2010), demonstrou a biossintese desta vitamina pelo P. falciparum por
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marcagao radioativa dos precursores diretos. A inibicdo da biossintese de
menaquinona produzida pela droga experimental Ro 48-8071 (1,4-
dihidroxinaftoato), uma conhecida inibidora de preniltransferase, resultou na
diminui¢ao do crescimento do parasito in vitro.

Para analise da possivel interferéncia na sintese global de porteinas, as
culturas tratadas e nao-tradadas com 4 e 12 foram marcadas com [1-'*C]
AcONa. O acetato € um importante precursor na sintese de varios aminoacidos
que sao posteriormente incorporados as proteinas no metabolismo primario do
parasita (OLSZEWSKI e LLINAS 2011). Uma vez que as proteinas estejam
marcadas com [1-"C] AcONa, apds a extragdo e realizacdo do gel de SDS-
PAGE, a radiagao proporcional a quantidade de proteinas pode ser revelada

em um papel filme conforme descrito no materiais e métodos.

A andlise do gel de SDS-PAGE de proteinas de anéis, trofozoitas e
esquizontes de culturas marcadas com [1-'*C] AcONa e tratas e ndo-tratadas
com 4 e 12, estdo apresentadas na figura 17. A intensidade das bandas
demonstra que nao houve inibicdo na sintese global de proteinas pelos
derivados de 1, sendo a intesidade das bandas do controle semelhante a

intensidade das bandas dos testes (tratados) em todos os estagios parasitarios.
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Figura 17: Imagem em papel fotografico de gel de SDS-PAGE de proteinas
obtidos de culturas de P. falciparum no estagio anel, trofozoita e
esquizonte tratadas e nao-tratadas por 36 h com 4,0 uM dos derivados de
4-nerolidilcatecol e metabolicamente marcadas nas ultimas 12 h com [1-
14C] AcONa. C: controle nao tratado; 12: tratamento com 1,2-0O,0-diacetil
4-nerolidicatecol; 4: tratamento com 2-O-benzil 4-nerolidicatecol. Os
pesos moleculares padrao estao indicados a direita.
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Rodrigues-Goulart et al. (2004) demonstrou que os monoterpenos
nerolidol, farnesol e linalol (figura 18) exerceram forte inibicdo da biossintese
de cadeias isoprénicas ligadas ao anel benzoquinona no estagio de esquizonte,
e todos estes terpenos inibiram a biossintese de dolicéis nos estagios de
trofozoito e esquizontes quando o precursor [1-(n)->H]-farnesil-pirofofato
(*H]FPP) foi utilizado como precursor. O nerolidol possui a mesma estrutura da
cadeia lateral dos derivados de 1 (figura 18), que também é semelhante aos
intermediarios da via dos isoprendides (figura 13), e essa cadeia lateral deve
ser responsavel pelos efeitos inibitérios observados aqui. A semelhanca dos
terpenos testados por Rodrigues-Goulart et al. (2004) com as estruturas de 1 e
derivados (figura 18) foi a base para a abordagem metodolégica utilizada aqui.

A atividade biolégica dos derivados de 1 se da apds a penetragao dos
compostos na célula, o que é facilitado pela sua cadeia terpénica de
hidrocarboneto com 15 carbonos, altamente lipofilica, que apresenta afinidade
pelos fosfolipideos de membrana conforme discutidos em trabalhos ateriores
(LIMA et al. 2013). Varios terpenos naturais, semi-sintéticos e sintéticos tem
sido testados para atividade antimalarica in vitro, alguns dos quais também tem
demonstrado boa ou razoavel atividade in vivo, porém um numero muito
reduzido tem sido estudado ao nivel de um proposto mecanismo de acédo na
via dos isoprenodides (MOTA et al. 2012; RAMALHETE et al. 2011; ROCHA E
SILVA et al. 2013; SCHMIDT et al. 2012). Os niveis de inibigdo provocados
pelos derivados de 1 foram considerados bons, pois ocorreram quando estes
compostos foram testados em concentracdes abaixo da ICsp que € uma dose
meédia da acdo da droga sobre o parasito, e sugerem que este € um dos

possiveis mecanismos ac¢ao de 1 para levar o P. falciparum a morte.
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Figura 18: Estrura dos terpenos limoneno (28), linalol (29), nerolidol (30),
farnesol (31) e acido S-farnesiltiosalicilico (32) testados em Rrodrigues-
Goulart et al. (2004), com as Clso frente a cepa 3D7 de P. falciparum do
lado direito, em compracao com 4-nerolidilcatecol (1) e seus derivados
semissintéticos 2-7 testados em Pinto et al. (2009), e 12 apresentado na
tabela 6, com as Clso frente a cepa K1 de P. fallciparum. Abaixo os grupos
radicais adicionados aos derivados semi-sintéticos de 1.
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3.4 CONSIDERAGOES FINAIS DO CAPITULO

Mecanismos fisiolégicos do parasito relacionados a sua estrutura e
funcdo tém sido bem explorados para o desenvolvimento de novas drogas
antimalaricas. No presente trabalho testamos cinco de nossas principais
substancias frente a dois processos metabodlicos essenciais a sobrevida do

parasito: formagao de hemozoina e via de biossintese de isoprendides.

A elipticina e olivacina apresentaram alto grau de inibicdo de formagao
de hemozoina, o que ja era de se esperar, dadas as suas estruturas lanares
nitrogenadas e semelhanga com o alcaldide criptolepina, cuja atividade
inibitéria de formacado de hemozoina ja foi amplamente estudada em outros
trabalhos e confirmada aqui. Essa acao inibitéria € proposta como um dos
mecanismos de ac¢ao antimalaricos para estes compostos, o que pode ser
extensivo a classe dos alcaldides inddlicos planares. A inibicado da biossintese
de isoprendides € sugerida como o principal mecanismo de agado antimalarico
dos derivados de 1, sendo o derivado 12 considerado o mais ativo. A
capacidade de 12 de inibir a formagcdo de hemozoina pode esta contribuindo
diretamente para seu efeito sobre os parasitos. Esta € a primeira vez que
substancias oriundas de plantas amazénicas sao estudadas ao nivel dos seus

mecanismos de ac&o antimalaricos.
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4 CONCLUSAO

- Os estudos de atividade antimalarica in vitro confirmaram que produtos naturais
de plantas popularmente tidas como antimalaricas sao potencialmente ativas

contra o parasito.

- Os testes in vitro em cultura limitada de P. vivax realizados continuam em fase a
aprimoramento do protocolo e serviram para indicar que os isolados de P. vivax

circulantes na regido Amazonica séo suscetiveis as substancias testadas.

- O 4-nerolidilcatecol teve pouca atividade antimalaria in vivo, porém as
modificagdes moleculares conferiram maior estabilidade quimica e aumentaram a
atividade antimalarica in vivo do derivado diacetilado comparado ao produto

natural.

- Elipticina foi a substancia que apresentou melhor atividade inibitéria sobre as
formas sanguineas de P. berghei in vivo com inibicdo de 100% da parasitemia na
dose de 50 mg/kg/dia, sendo considerado o composto mais promissor quanto a

suas atividades in vitro e in vivo.

- Alcaldides inddlicos e derivados de 4-nerolidilcatecol apresentaram efeito
inibitério na formacao de hemozoina in vitro, considerando-se esta atividade um
de seus mecanismos de agao. Criptolepina e olivacina foram as substancias mais

ativas dentre as testadas para este mecanismo de agao.

- 1,2-0,O-diacetil 4-nerolidilcatecol exerceu um importante efeito inibitério na via
de biossintese de isoprendides em P. falciparum in vitro onde foi observada uma
diminuig¢ao direta na producao de dolicdis e ubiquinonas pelo parasita. Inibigdo na
via de biossintese de isoprendides € um dos mecanismos de acio proposto para

esta classe de substancia.

- Com base nos resultados in vitro, in vivo e estudos de mecanismo de acao
realizados aqui, € possivel concluir que os alcaldides inddlicos elipticina e
olivacina e derivados de 4-nerolidilcatecol apresentaram grande potencial para

terem desenvolvimento continuado como futuros antimalaricos.
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Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido
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Anexo 3 — Parecer consubstanciado sobre protocolo de pesquisas no uso
de animais



